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1.2	Clasificación	taxonómica	Los	coronavirus	(CoVs)	son	virus	con	envuelta	y	un	genoma	RNA	de	polaridad	positiva.	Pertenecen	a	la	 familia	Coronaviridae,	 incluida	 en	 el	 orden	Nidovirales.	 Este	 orden	 comprende	 cuatro	 familias:	
Coronaviridae,	Arteriviridae,	Roniviridae	y	Mesoniviridae	(Figura	1).	La	característica	común	de	los	
Nidovirales,	es	la	producción	de	mRNAs	subgenómicos	3´	coterminales	o	anidados,	que	da	el	nombre	al	 orden	 (Carstens,	 2010;	de	Groot	 y	 col.,	 2012;	Enjuanes	 y	 col.,	 2008b).	 La	 familia	Arteriviridae,	constituida	por	el	género	Arterivirus,	incluye	especies	de	virus	que	afectan	a	mamíferos,	como	el	virus	 de	 la	 arteritis	 equina	 (EAV),	 que	 da	 nombre	 a	 la	 familia,	 o	 el	 virus	 del	 síndrome	respiratorio	y	reproductivo	porcino	(PRRSV)	(Lunney	y	col.,	2010;	Snijder	y	Spaan,	1995).	Los	 componentes	 de	 las	 familias	 Roniviridae	 y	 Mesoniviridae	 infectan	 a	 organismos	invertebrados	como	crustáceos	y	mosquitos,	respectivamente	(Lauber	y	col.,	2012;	Walker	y	col.,	2005).	La	familia	Coronaviridae,	alberga	a	las	subfamilias	Torovirinae,	 formada	por	los	géneros	 Torovirus	 y	 Bafinivirus,	 y	 Coronavirinae	 dividida	 a	 su	 vez	 en	 los	 géneros	
Alfacoronavirus,	 Betacoronavirus,	 Gammacoronavirus	 y	 Deltacoronavirus	 (α,	 β,	 γ,	 δ,	respectivamente),	 que	 incluyen	más	 de	 20	 especies	 que	 infectan	 vertebrados,	 entre	 ellos	mamíferos	y	aves	(de	Groot	y	col.,	2012).		El	género	Betacoronavirus,	incluye	cuatro	linajes	(A,	B,	C	y	D).	El	CoV	humano	(HCoV)	causante	del	síndrome	respiratorio	agudo	y	grave	(SARS-CoV)	pertenece	al	B	(Drosten	y	col.,	2003;	Rota	y	col.,	2003;	Stadler	y	col.,	2003).		
	





1.2.	Epidemiología	Los	 CoVs	 son	 patógenos	 que	 infectan	 a	 animales	 vertebrados	 causando	 principalmente	patologías	respiratorias	o	gastrointestinales	de	diversa	consideración.	Muchos	de	estos	virus	ocasionan	importantes	pérdidas	económicas	en	explotaciones	ganaderas	a	nivel	mundial.	El	virus	de	la	gastroenteritis	porcina	transmisible	(TGEV)	y,	más	recientemente,	el	virus	de	la	diarrea	epidémica	porcina	(PEDV)	y	el	Deltacoronavirus	del	cerdo	(SCDV)	causan	patologías	muy	graves	en	el	ganado	porcino	(Huang	y	col.,	2013;	Saif	y	Wesley,	1992;	Song	y	Park,	2012;	Zhang,	2014).	Las	explotaciones	bovinas	y	aviares	se	ven	también	afectadas	por	estos	virus,	principalmente	por	el	coronavirus	bovino	(BCoV)	y	el	virus	de	la	bronquitis	infecciosa	(IBV),	respectivamente	(Cavanagh,	2005;	Fukutomi	y	col.,	1999).	Además,	estos	patógenos	causan	enfermedades	severas	en	animales	de	compañía	(CoVs	felino	y	canino)	y	de	experimentación	(CoVs	 murinos)	 (Perlman	 y	 Netland,	 2009).	 Tradicionalmente,	 los	 CoVs	 humanos	 se	asociaban	con	infecciones	respiratorias	leves.	De	hecho,	los	virus	HCoV-229E	y	HCoV-OC43	son	 responsables	 del	 15%	 de	 los	 resfriados	 comunes,	 y	 causantes	 ocasionales	 de	enfermedades	 pulmonares	más	 graves	 en	 recién	 nacidos,	 personas	mayores	 o	 individuos	inmunodeprimidos	(Garbino	y	col.,	2006;	McIntosh	y	col.,	1969).	No	obstante,	la	relevancia	de	 estos	 virus	 aumentó	 radicalmente	 en	 el	 año	 2002	 con	 la	 aparición	 en	 China	 del	 CoV	causante	del	síndrome	respiratorio	agudo	y	grave	(SARS-CoV),	que	provocó	una	epidemia	de	proporciones	 mundiales	 con	 8.422	 enfermos	 diagnosticados	 en	 32	 países	 y	 que	 dejó	 un	balance	de	916	fallecidos	(en	torno	al	10%	de	mortalidad)	(Drosten	y	col.,	2003;	Rota	y	col.,	2003).	 A	 partir	 de	 ese	 momento,	 se	 intensificaron	 los	 programas	 de	 vigilancia	 médica,	identificándose	 otros	 dos	 nuevos	 CoVs	 humanos	 (HCoV-HKU1	 y	 HCoV-NL63),	 con	 una	elevada	diseminación	en	la	población	humana,	como	los	agentes	responsables	de	numerosos	casos	de	bronquiolitis	y	neumonías	relativamente	graves	(Pyrc	y	col.,	2007).		La	epidemia	del	SARS,	fomentó	además	la	búsqueda	del	posible	reservorio	animal	del	virus.	Se	identificaron	CoVs	muy	 similares	 al	 SARS-CoV	 en	mapaches	 (Nyctereutes	 procyonoides),	 tejones	 chinos	(Melogale	moschata)	y	especialmente,	en	civetas	(Paguma	larvata)	que	se	criaban	en	granjas	y	se	comercializaban	en	mercados	de	las	zonas	de	China	en	las	que	se	desarrolló	la	epidemia	como	 un	alimento	 selecto.	 Sin	 embargo,	 en	 ejemplares	 silvestres	de	 estos	 animales	no	 se	detectaron	CoVs	similares	al	SARS-CoV	y,	además,	el	análisis	de	diferentes	aislados	virales	indicaba	que	el	virus	se	estaba	adaptando	a	las	civetas	análogamente	a	como	ocurría	con	el	SARS-CoV	 humano	 (Kan	 y	 col.,	 2005;	 Song	 y	 col.,	 2005).	 Estos	 hallazgos	 sugerían	 que	 las	civetas,	 los	 tejones	 y	 los	 mapaches	 podrían	 ser	 un	 hospedador	 intermedio	 pero	 no	 el	
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Figura	3.	Expresión	génica	en	el	SARS-CoV.	Esquema	del	genoma	del	SARS-CoV	(parte	superior)	donde	se	indican	la	estructura	cap	(CAP),	la	secuencia	líder	(L),	los	genes	virales	(ORF	1a,	ORF	1b,	S,	3a,	3b,	E,	M,	6,	7a,	7b,	8a,	8b,	N	y	9b),	el	poliA	(AAA)	y	la	posición	de	las	secuencias	reguladoras	de	la	transcripción	o	TRS	(triángulos	rojos	invertidos).	La	polimerasa	viral	genera	durante	el	ciclo	infectivo	una	 serie	 de	 RNAs	 virales	 (parte	 inferior),	 numerados	 del	 1	 al	 9,	 de	 polaridad	 positiva	 y	 otros	complementarios	de	polaridad	negativa.	En	cada	caso	se	indica	los	genes	que	codifican,	las	secuencias	líder	y	antilíder	(rojo),	la	secuencia	codificante	traducida	(azul	oscuro)	y	la	secuencia	codificante	no	traducida	(azul	claro).		La	organización	básica	del	genoma	es	común	a	todos	los	miembros	del	orden	Nidovirales.	Aproximadamente,	las	dos	terceras	partes	del	genoma	de	los	CoVs	codifican	la	replicasa	viral,	constituida	por	las	poliproteínas,	pp1a	y	pp1b,	de	500	y	800	kDa,	respectivamente,	que	se	procesan	proteolíticamente	para	generar	16	proteínas	no	estructurales	(nsps)	implicadas	en	los	procesos	de	replicación	y	transcripción	(Gorbalenya	y	col.,	1989;	Ziebuhr,	2005;	Ziebuhr	y	col.,	2000).	El	tercio	restante	del	genoma	codifica	las	proteínas	estructurales	S,	E,	M	y	N	y	un	 conjunto	 de	 proteínas	 accesorias	 cuyo	 número	 e	 identidad	 difieren	 entre	 las	 distintas	especies	de	CoV.		El	SARS-CoV	consta	de	ocho	proteínas	accesorias:	3a,	3b,	6,	7a,	7b,	8a,	8b	y	9b	(Narayanan	y	col.,	2008).		
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Los	genes	del	tercio	3´	 terminal	del	genoma,	se	expresan	a	partir	de	una	colección	de	mRNAs	subgenómicos	(sgmRNAs)	que	son	coterminales	en	sus	extremos	5´	y	3´	(Figura	3).	Estos	sgmRNAs	son	estructuralmente	policistrónicos	pero	funcionalmente	monocistrónicos	dado	que,	por	lo	general,	únicamente	se	traduce	la	ORF	más	cercana	al	extremo	5’	(Masters,	2006).	Todos	los	sgmRNA	presentan	en	su	extremo	5´	una	secuencia	líder,	de	72	nucleótidos	en	 el	 SARS-CoV,	 que	 también	 se	 encuentra	 en	 el	 extremo	 5’	 del	 gRNA.	 Esta	 secuencia	 se	incorpora	a	los	sgmRNAs	por	un	proceso	de	síntesis	discontinua	que	es	único	en	los	virus	RNA,	en	el	que	se	generan	moléculas	intermediarias	de	polaridad	negativa.	Este	proceso,	está	controlado	por	las	secuencias	TRS,	formadas	por	un	hexanucleótido	central	conservado	(CS),	flanqueado	por	secuencias	variables	5’	y	3’.	Las	TRSs	se	localizan	en	el	extremo	3’	del	líder	(TRS-L)	y	precediendo	a	cada	uno	de	los	genes	virales	(TRS-B,	TRS	del	body)	(Enjuanes	y	col.,	2006b;	Mateos-Gomez	y	col.,	2013;	Mateos-Gomez	y	col.,	2011;	Sola	y	col.,	2011;	Sola	y	col.,	2005;	Zuñiga	y	col.,	2004).		La	replicación	del	RNA	genómico	es	un	proceso	de	síntesis	continua	a	través	de	un	RNA	intermediario	 de	 polaridad	 negativa,	 regulado	 principalmente	 por	 secuencias	 RNA	 en	 los	extremos	5’	y	3’	del	genoma	(Sola	y	col.,	2015).		




Figura	4.	Ciclo	infectivo	de	los	coronavirus.	La	figura	representa	la	infección	de	una	célula,	en	la	que	se	 señalan	 los	 siguientes	 pasos	 del	 proceso:	 (1)	 Interacción	 del	 virión	 con	 el	 receptor	 celular	 y	endocitosis.	(2)	Fusión	de	membranas	viral	y	celular	y	liberación	de	la	nucleocápsida.	(3)	Traducción	y	procesamiento	proteolítico	de	las	poliproteínas	pp1a	y	pp1ab.	(4)	Asociación	de	los	componentes	de	la	replicasa	en	vesículas	de	doble	membrana	(VDM)	y	síntesis	de	RNAs	virales.	(5)	Traducción	de	los	RNAs	virales	y	generación,	entre	otros	componentes,	de	la	proteína	N,	que	se	asocia	al	genoma	viral,	y	de	las	proteínas	M,	S,	y	E,	que	se	insertan	en	RE.	(6)	Gemación	del	virus	en	el	ERGIC.	(7)	Maduración	de	los	viriones.	(8)	Fusión	de	las	vesículas	con	la	membrana	plasmática	y	liberación	de	la	progenie	viral.		A	 partir	de	 los	 sgmRNAs	 se	 traducen	 las	 proteínas	 virales	 estructurales	 y	 accesorias.	 Las	proteínas	M,	S	y	E	se	sintetizan	e	incorporan	en	la	membrana	del	RE.	La	proteína	M	recluta	a	la	proteína	S,	en	su	transporte	hacia	el	compartimento	intermedio	entre	el	RE	y	el	aparato	de	Golgi	(ERGIC),	y	además	se	une	a	la	proteína	E	(de	Haan	y	col.,	1999;	Lim	y	Liu,	2001;	Nguyen	y	Hogue,	1997).	Paralelamente,	la	proteína	N	se	asocia	con	el	RNA	genómico	viral	formando	las	 nucleocápsidas	 helicoidales,	 que	 se	 incorporan	 en	 las	 partículas	 virales	 a	 través	de	 la	interacción	 entre	 la	 proteína	 N	 y	 el	 dominio	 carboxilo	 terminal	 de	 la	 proteina	 M.	 Esta	
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interacción	 conduce	 a	 la	 invaginación	 de	 la	 membrana	 del	 ERGIC	 alrededor	 de	 las	nucleocápsidas,	 formando	 los	 viriones	 inmaduros	 (Narayanan	 y	 col.,	 2000).	 Los	 viriones	progenie	son	transportados	a	través	de	las	cisternas	del	aparato	de	Golgi,	donde	se	produce	su	maduración	conforme	progresan	a	través	de	la	ruta	secretora.	Finalmente,	 las	vesículas	cargadas	de	virus	se	fusionan	con	la	membrana	plasmática	celular	liberando	la	progenie	viral	al	medio	extracelular	(Tooze	y	col.,	1987).	
2.	EL	SÍNDROME	RESPIRATORIO	AGUDO	Y	GRAVE		
2.1.	Bases	moleculares	de	la	patología	El	 síndrome	 respiratorio	 agudo	 y	 grave	 causado	 por	 el	 SARS-CoV	 se	 caracteriza	 por	 una	neumonía	atípica	de	curso	muy	heterogéneo,	que	 en	parte	depende	de	 la	 intensidad	de	 la	respuesta	del	hospedador	a	la	infección	(Tang,	2009).	La	enfermedad	cursa	inicialmente	con	fiebre,	mialgia,	malestar	general,	escalofríos,	estornudos	y	ocasionalmente	diarrea	(Zhao	y	col.,	2003).	Dos	tercios	de	los	pacientes	infectados	sufren	fiebres	persistentes,	taquipnea	e	hipoxemia,	necesitando	muchas	veces	su	internamiento	en	la	unidad	de	cuidados	intensivos	y	respiración	asistida.	En	el	10%	de	los	pacientes	jóvenes,	o	en	más	del	50%	de	los	personas	mayores	 de	 65	 años	 la	 enfermedad	 termina	 produciendo	 fallo	 respiratorio,	 fallo	multiorgánico	y	sepsis	que	conduce	a	la	muerte	(Donnelly	y	col.,	2003).		Algunos	marcadores	asociados	con	un	curso	severo	y	fatal	de	la	enfermedad	incluyen	además	de	la	edad,	el	elevado	número	de	neutrófilos	y	de	lactato	deshidrogenasa	en	suero	(Tang,	2009).	El	 agente	 etiológico,	 SARS-CoV,	 replica	 fundamentalmente	 en	 el	 tracto	 respiratorio	inferior.	La	carga	viral	en	el	tracto	respiratorio	superior	alcanza	su	valor	máximo	a	los	10	días	después	de	la	infección,	cuando	los	síntomas	de	la	enfermedad	son	ya	muy	evidentes	(Peiris	y	 col.,	 2003).	 Este	 hecho	 explica	 la	 baja	 transmisibilidad	 de	 la	 enfermedad	 en	 las	 etapas	tempranas	de	la	infección,	haciendo	que	el	número	de	infecciones	secundarias	por	el	SARS-CoV	sea	moderado,	en	torno	a	tres	individuos	por	paciente	(Lipsitch	y	col.,	2003;	Riley	y	col.,	2003).		El	análisis	histopatológico	de	muestras	de	pulmón	de	pacientes	 fallecidos	por	el	SARS	reveló	 la	 presencia	 de	 daño	 alveolar	 difuso,	 descamación	 de	 los	 epitelios	 pulmonares,	 la	formación	de	membranas	hialinas	y	la	acumulación	de	edema	(Franks	y	col.,	2003;	Nicholls	y	col.,	2003;	Peiris	y	col.,	2003).	Estos	rasgos	también	se	han	observado	en	pacientes	que	han	fallecido	a	causa	de	la	infección	por	MERS-CoV	(Alsaad	y	col.,	2018;	Ng	y	col.,	2016),	aunque	en	este	caso	la	patología	es	letal	principalmente	en	pacientes	con	alteraciones	en	el	sistema	inmune.	Estas	patologías	son	conocidas	como	daño	pulmonar	agudo	(ALI)	que,	en	su	forma	más	desarrollada	es	denominado	síndrome	de	distrés	respiratorio	agudo	(ARDS).	El	ARDS,	ocasionado	 por	 infecciones	 virales	 u	 otras	 causas,	 afecta	 anualmente	 a	 más	 de	 200.000	
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personas	sólo	en	Estados	Unidos,	causando	una	mortalidad	del	40%	de	los	pacientes	(Matthay	y	Zemans,	2011).	La	enfermedad	se	origina	por	la	acumulación	de	un	edema	rico	en	proteínas	en	 las	 vías	 respiratorias,	 que	 impide	 un	 intercambio	 gaseoso	 eficiente,	 ocasionando	hipoxemia	y	eventualmente	la	muerte	del	individuo	afectado.	La	acumulación	de	edema	se	desencadena	por	un	aumento	en	la	permeabilidad	de	los	epitelios	pulmonares	y	del	endotelio	vascular	de	este	órgano,	lo	que	permite	la	salida	de	líquido	hacia	los	espacios	aéreos.	En	el	caso	 concreto	 del	 SARS-CoV,	 el	 virus	 infecta	 células	 bronquiales	 y	 bronquiolares,	 células	alveolares	de	 tipo	 I	 y	 II	 y,	 de	 forma	menos	 productiva,	macrófagos	 alveolares	 (Figura	 5)	(Frieman	y	col.,	2008;	Hsiao	y	col.,	2005;	Nicholls	y	col.,	2006;	Shieh	y	col.,	2005;	J.	Ye	y	col.,	2007).	Los	epitelios	pulmonares	infectados	median	la	producción	de	citoquinas,	que	disparan	una	 respuesta	 inflamatoria	 amplificada	 por	 los	 macrófagos.	 Las	 citoquinas	 atraen	quimiotácticamente	 células	 leucocitarias,	 principalmente	 neutrófilos,	 hacia	 los	 focos	 de	infección.	Una	vez	allí,	los	neutrófilos	liberan	compuestos	oxidantes,	proteasas,	leucotrienos	y	 otras	 moléculas	 proinflamatorias.	 La	 extravasación	 masiva	 de	 neutrófilos	 a	 través	 del	endotelio	vascular,	 junto	con	la	presencia	de	radicales	libres	y	moléculas	proinflamatorias,	ocasiona	el	daño	de	los	vasos	sanguíneos	que	se	vuelven	permeables,	permitiendo	la	salida	de	 líquido	 hacia	 el	 parénquima	 pulmonar	 (Matthay	 y	 Zemans,	 2011).	 En	 condiciones	normales,	 los	 epitelios	 pulmonares	 controlan	 los	 niveles	 de	 líquido	 presentes	 en	 las	 vías	aéreas,	para	permitir	un	intercambio	gaseoso	eficiente	mediante	la	creación	de	un	gradiente	osmótico	 (Hollenhorst	 y	 col.,	 2011).	 Por	 esta	 razón,	 desempeñan	 un	 papel	 clave	 en	 la	resolución	del	edema	pulmonar	y	la	superación	del	ARDS.	La	infección	por	el	SARS-CoV,	la	migración	de	neutrófilos	y	la	producción	de	moléculas	proinflamatorias	 lleva	 asociada	 la	 destrucción	 de	 las	 células	 del	 epitelio	 pulmonar	 y	 la	alteración	del	transporte	iónico.	En	estas	condiciones,	los	epitelios	pulmonares	son	incapaces	de	 retirar	 el	 exceso	de	 líquido	de	 los	 espacios	aéreos,	 donde	 también	 se	acumulan	 restos	celulares	 y	moléculas	 señalizadoras,	 formando	un	 edema	 rico	 en	proteínas	que	 impide	 el	intercambio	gaseoso	(Figura	5).	




Figura	 5.	 Bases	 de	 la	 patología	 pulmonar	 causada	 por	 el	 SARS-CoV.	 La	 figura	 representa	 la	evolución	 de	 las	 vías	 aéreas	 después	 de	 la	 infección	 por	 el	 SARS-CoV.	 El	 virus	 infecta	 las	 células	bronquiolares	 (CB),	 células	alveolares	 de	 tipo	 I	 (ATI),	 encargadas	 del	 intercambio	 gaseoso,	 células	alveolares	de	tipo	II	(ATII),	implicadas	en	la	secreción	del	surfactante	pulmonar	y	en	la	proliferación	para	 reemplazar	 los	epitelios	dañados,	y	macrófagos	alveolares	 (MØ),	que	participan	en	 la	defensa	frente	a	sustancias	extrañas.	La	infección	causa	la	destrucción	de	los	epitelios	pulmonares,	donde	se	promueve	una	respuesta	inflamatoria	amplificada	por	los	macrófagos	alveolares.	En	consecuencia,	los	neutrófilos	 (NØ)	se	extravasan	desde	 los	capilares	sanguíneos	a	 los	espacios	aéreos	donde	 liberan	leucotrienos	 (LT),	 compuestos	oxidantes	 (OX)	y	proteasas	 (PT),	potenciando	aún	más	 la	 respuesta	inflamatoria.	El	aumento	de	 la	permeabilidad	de	 los	epitelios	y	endotelios	causa	 la	acumulación	de	edema	en	las	vías	aéreas.		 El	balance	de	los	componentes	pro-	y	anti-inflamatorios	de	la	respuesta	inmune	inducida,	es	 crítico	 en	 la	 evolución	 del	 proceso	 infeccioso	 y	 el	 desarrollo	 de	 la	 enfermedad.	 La	descompensación	de	alguno	de	estos	componentes	puede	conducir	a	la	patología.	SARS-CoV,	MERS-CoV	y	otros	virus	respiratorios	altamente	patogénicos	así	como	algunas	cepas	de	gripe,	provocan	 la	 activación	 de	 una	 respuesta	 proinflamatoria	 exacerbada	 en	 el	 parénquima	pulmonar,	 asociada	 con	 la	 destrucción	 de	 las	 barreras	 epiteliales	 y	 la	 severidad	 de	 la	enfermedad	(Tisoncik	y	col.,	2012).		En	 los	 pacientes	 del	 SARS	 particularmente,	 las	 citoquinas	 proinflamatorias	 de	 fase	temprana	IL-1β	y	TNF,	de	fase	tardía	IL-6,	así	como	las	quimioquinas	CXCL10	y	CCL2	y	el	IFN	γ,	 juegan	un	papel	predominante	en	 la	patología	de	 la	enfermedad,	encontrándose	niveles	
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aumentados	de	 las	mismas	tanto	a	nivel	 local	en	el	 tejido	pulmonar,	como	sistémico	en	el	torrente	sanguíneo	(Tisoncik	y	col.,	2012).		
2.3.	Modelos	animales	El	establecimiento	de	modelos	animales	para	el	SARS-CoV	ha	supuesto	un	paso	clave	para	el	estudio	de	los	mecanismos	moleculares	de	la	patogénesis	viral	y	la	búsqueda	de	terapias	para	la	enfermedad.	El	SARS-CoV	puede	replicar	de	forma	bastante	eficiente	en	ratones,	hámsters,	hurones,	gatos,	civetas	y	primates,	modelos	que	reproducen	parcialmente	los	síntomas	de	la	enfermedad	 humana.	 Los	 hámsters	 chinos	 y	 los	 hámsters	 Golden	 Syrian	 desarrollan	pneumonitis,	 inflamación	 e	 infiltración	 de	 células	 inflamatorias	 en	 los	 pulmones.	Muchas	veces	 no	 se	 observan	 cambios	 patológicos	 en	 los	 pulmones,	 pero	 estos	 animales	experimentan	viremia	 y	disminución	de	su	 actividad,	aunque	 acaban	 recuperándose	de	 la	enfermedad	(Roberts	 y	 col.,	 2005).	 En	 la	actualidad	el	modelo	más	 extendido	por	 su	 fácil	manejo,	y	por	reproducir	fielmente	la	mayoría	de	los	aspectos	de	la	patología	humana,	se	basa	en	la	utilización	de	ratones	convencionales	con	un	SARS-CoV	adaptado	a	ratón.	Para	conseguir	la	adaptación	en	el	modelo	murino,	se	realizaron	pases	seriados	de	la	cepa	Urbani	del	SARS-CoV	en	pulmones	de	ratones	BALB/c	y	se	obtuvieron	una	serie	de	variantes	evolucionadas:	SARS-CoV-MA15,	SARS-CoV-MA20	y	SARS-CoV-v2163	(Day	y	col.,	2009;	Nagata	y	col.,	2008;	Roberts	y	col.,	2007).	En	esta	Tesis,	se	ha	utilizado	el	virus	SARS-CoV-MA15	y	ratones	BALB/c	como	modelo	experimental.	El	SARS-CoV-MA15	posee	6	mutaciones	puntuales	en	su	genoma,	comparado	con	el	de	la	cepa	Urbani,	que	afectan	a	las	proteínas	nsp5	(dos	mutaciones),	nsp9,	nsp13,	S	y	M	(Roberts	y	col.,	2007).	Excluyendo	la	proteína	nsp9,	 las	regiones	génicas	que	codifican	el	resto	de	proteínas	evolucionaron	incorporando	cambios	durante	la	adaptación	del	 SARS-CoV	 a	 la	 población	 humana,	 lo	 que	 sugiere	 que	 son	 zonas	 implicadas	 en	 la	adaptación	específica	(Chinese-Consortium,	2004).	El	SARS-CoV-MA15	induce	muchas	de	las	lesiones	patológicas	típicas	del	ARDS	en	ratón,	causando	una	enfermedad	respiratoria	aguda,	más	grave	en	animales	de	edad	avanzada	y	letal	en	muchos	casos	(Roberts	y	col.,	2007).	
2.4.	Terapias		Actualmente,	 no	 hay	 ninguna	 terapia	 aprobada	 para	 la	 infección	 por	 el	 SARS-CoV.	 Sin	embargo,	 sí	 existen	 tratamientos	 antivirales	 y	 candidatos	 vacunales	 prometedores.	 En	nuestro	 laboratorio	 se	 ha	 determinado	 que	 inhibidores	 de	 NF-κB	 y	 de	 la	 p38	 MAPK	disminuyen	claramente	la	inflamación	y	la	patogénesis	inducida	por	el	SARS-CoV	en	el	modelo	de	ratón	(DeDiego	y	col.,	2014;	Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014).		Muchos	de	los	esfuerzos	en	la	búsqueda	de	acciones	terapéuticas	se	han	centrado	en	el	desarrollo	 de	 vacunas	 eficaces,	 seguras	 y	 funcionales	 en	 personas	 de	 edad	 avanzada,	
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especialmente	susceptibles	a	la	enfermedad	causada	por	el	SARS-CoV	(Enjuanes	y	col.,	2008a;	Graham	y	col.,	2013).	Cabe	destacar	que	nuestro	grupo	generó	el	primer	candidato	vacunal	para	el	SARS-CoV	utilizando	un	virus	atenuado,	el	rSARS-CoV-ΔE.	La	inmunización	con	este	virus	 confiere	protección	 en	hamsters,	 ratones	 transgénicos	hACE2,	 y	 además,	 en	 ratones	BALB/c	de	edad	avanzada	desafiados	con	el	virus	adaptado	a	ratón	SARS-CoV-MA15	(Fett	y	col.,	 2013;	 Lamirande	 y	 col.,	 2008;	 Netland	 y	 col.,	 2010).	 El	 rSARS-CoV-ΔE	 induce	 la	producción	de	altos	títulos	de	anticuerpos	neutralizantes	así	como	una	respuesta	eficiente	de	células	T	CD4+	y	CD8+,	resultando	en	una	disminución	del	daño	pulmonar,	la	inflamación,	la	acumulación	 de	 edema	 y	 la	 replicación	 viral	 después	 del	 desafío	 con	 el	 virus	 parental,	aumentando	muy	significativamente	la	supervivencia	de	los	animales	(Fett	y	col.,	2013).	Este	modelo,	 puede	 ser	 aplicable	 en	 el	 desarrollo	 de	 candidatos	 vacunales	 para	 otros	 CoVs	altamente	patogénicos	como	el	MERS-CoV	(Almazan	y	col.,	2013)	u	otros	virus	emergentes,	y	servir	como	base	para	la	obtención	de	vacunas	más	seguras	mediante	la	introducción	de	otras	mutaciones	atenuantes	en	el	genoma	del	virus.	
3.	PROTEÍNAS	VIRALES	CON	ACTIVIDAD	CANAL	IÓNICO	
3.1.	Descripción	y	funciones	El	 descubrimiento	 de	 numerosas	 proteínas	 con	 actividad	 canal	 iónico,	 especialmente	representadas	 en	 los	 virus	 con	 genoma	 RNA	 (Tabla	 I),	 sugiere	 que	 la	 alteración	 de	 la	homeostasis	iónica	celular	es	un	requisito	importante	en	las	infecciones	virales	(Nieva	y	col.,	2012).	 Virus	 humanos	 altamente	 patogénicos	 como	 los	 virus	 de	 la	 gripe	 A,	 de	 la	inmunodeficiencia	 humana	 (HIV),	 del	 ébola	 (EBOV),	 de	 la	 hepatitis	 C	 (HCV)	 y	 varios	picornavirus,	entre	otros,	codifican	al	menos	una	de	estas	proteínas	con	actividad	canal	iónico	denominadas	 viroporinas	 (de	 Jong	 y	 col.,	 2006;	 Ewart	 y	 col.,	 1996;	 Henkel	 y	 col.,	 2010;	Pavlovic	y	col.,	2003;	Pinto	y	col.,	1992).	Las	viroporinas	son	proteínas	transmembrana	que	oligomerizan	y	aumentan	la	permeabilidad	de	las	membranas	celulares.	Estas	proteínas	están	implicadas	 principalmente	 en	 la	 producción	 viral,	 participando	 en	 diversas	 etapas	 del	proceso	como	la	entrada,	el	tráfico	intracelular,	la	morfogénesis,	la	maduración	y	la	liberación	de	los	virus	(Nieva	y	col.,	2012).		Las	células	han	desarrollado	mecanismos	para	detectar	las	variaciones	en	su	homeostasis	iónica,	inducidas	por	las	infecciones	virales,	y	responder	en	consecuencia.	Recientemente,	se	ha	descrito	que	la	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	M2	del	virus	de	la	gripe	activa	unos	complejos	macromoleculares,	denominados	inflamasomas,	implicados	en	la	estimulación	de	la	respuesta	inmune	innata	(Ichinohe	y	col.,	2010).	La	activación	del	inflamasoma	induce	la	producción	 de	 citoquinas	 inflamatorias	 como	 la	 interleuquina	 (IL)-1β	 y	 la	 IL-18,	 que	incrementan	 la	 respuesta	 proinflamatoria.	 Este	 mecanismo	 novedoso	 de	 activación	 del	
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sistema	inmune	se	ha	descrito	para	otras	viroporinas,	como	la	PB1-F2	del	virus	de	la	gripe,	la	2B	del	virus	de	la	encefalomiocarditis,	la	proteína	SH	del	RSV,	la	proteína	E	del	PRRSV	o,	de	forma	más	reciente,	la	E	de	SARS-CoV	(Ito	y	col.,	2012;	McAuley	y	col.,	2013;	Nieto-Torres	y	col.,	 2013;	Triantafilou	y	 col.,	 2013;	 Zhang	y	 col.,	 2013).	 El	 papel	de	 las	 viroporinas	 en	 la	virulencia	 de	 algunos	 virus	 está	 estimulando	 el	 interés	 de	 estas	 proteínas	 como	 posibles	dianas	terapéuticas	(Gladue	y	col.,	2012;	Ichinohe	y	col.,	2010;	McAuley	y	col.,	2013;	Nieva	y	col.,	2012).	De	hecho,	los	inhibidores	de	la	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	M2	del	virus	de	la	gripe	amantadina	y	rimantadina	se	han	utilizado	en	el	tratamiento	farmacológico	de	la	enfermedad	en	humanos	(Govorkova	y	Webster,	2010).	
3.2.	Proteínas	de	los	coronavirus	con	actividad	canal	iónico	Las	proteínas	con	actividad	canal	iónico	parecen	jugar	un	papel	importante	especialmente	en	el	ciclo	de	los	CoVs.	Se	ha	observado	actividad	canal	iónico	en	la	proteína	E	de	SARS-CoV	y	de	MERS-CoV	(Liao	y	col.,	2004;	Surya	y	col.,	2015).	Además,	se	ha	descrito	 la	relevancia	del	dominio	 trans	 membrana	 (DTM)	 de	 la	 proteína	 E	 de	 los	 coronavirus,	 responsable	 de	 la	actividad	canal	iónico,	en	la	maduración	y	producción	del	virus.	Por	ejemplo,	el	intercambio	del	 DTM	 de	 la	 proteína	 E	 de	 MHV	 por	 el	 de	 otros	 otros	 CoVs	 pertenecientes	 al	 género	
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dsDNA,	circular	 Hepadnaviridae	 HBx-HBV30	dsDNA,	circular	 Polyomaviridae	 Agnoproteína-JCV31	VP4,	VP2	&	VP3-SV4032		dsDNA,	lineal	 Papillomaviridae	 E5-HPV1633	
VIRUS	
ALGAS	
DNA	 dsDNA,	lineal	 Phycodnaviridae	 Kcv-ACTV-134	REFERENCIAS:	1(Ding	y	col.,	2017);	2(Schubert	y	col.,	1996);	3(D'Agostino	y	col.,	2005);	4(Ao	y	col.,	2015);	5(Aldabe	y	col.,	1997);	6(Panjwani	y	col.,	2014);	7(Lee	y	col.,	2006);	8(Wilson	y	col.,	2004);	9	(Lu	y	col.,	2006);	10(Chen	y	col.,	2011);	11	(Madan	y	col.,	2005);	12	(Wilson	y	col.,	2006);	13(Zhang	y	col.,	2014);	14(Wang	y	col.,	2012);	15(R.	Zhang	y	col.,	2015);	16(Griffin	y	col.,	2003);	17(Leon-Juarez	y	col.,	2016);	18(Gladue	y	col.,	2012);	19(Melton	y	col.,	2002);	20(McAuley	y	col.,	2013)	;	21(Mould	y	col.,	2003);	22(Hongo	y	col.,	2004);	23(Gan	y	col.,	2012);	24(He	y	col.,	2017);	25(Masante	y	col.,	2014);	26(Joubert	y	col.,	2014);	27(Han	y	Harty,	2004);	28(Crawford	y	col.,	2012);	29(Z.	Zhang	y	col.,	2015);	30(Lee	y	col.,	2017);		31(Suzuki	y	col.,	2010);	32(Giorda	y	col.,	2013);	33(Wetherill	y	col.,	2012);	34(Plugge	y	col.,	2000).	
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Curiosamente,	la	variante	∆12.9	del	OC43	puede	alcanzar	los	títulos	virales	del	virus	parental	si	 se	 proporcionan	 en	 trans	 viroporinas	 de	 otros	 coronavirus	 codificadas	 por	 el	 gen	homólogo,	como	la	proteína	3	de	PEDV,	3a	de	SARS-CoV,	4a	de	HCoV-229E	o	la	ORF3	del	NL63	(R.	 Zhang	 y	 col.,	 2015),	 sugiriendo	 que	 estas	proteínas	 tienen	 un	 papel	 redundante	 en	 la	replicación	viral	de	los	coronavirus.		
3.3.	Proteínas	del	SARS-CoV	con	actividad	canal	iónico	El	SARS-CoV	codifica	tres	viroporinas:	las	proteínas	3a,	E	y	8a.	(Chen	y	col.,	2011;	Liao	y	col.,	2004;	Lu	y	col.,	2006).	Esto	hace	que	el	SARS-CoV	sea	un	virus	con	un	número	muy	alto	de	viroporinas.	La	proteína	E	consta	de	76	aminoácidos.	Es	una	proteína	integrada	en	la	membrana	solo	tiene	un	DTM.	Esta	proteína	se	localiza	en	el	ERGIC	(Nieto-Torres	y	col.,	2011).	La	relevancia	de	 la	actividad	CI	de	 la	proteína	E	 se	ha	 estudiado	anteriormente	 en	nuestro	 laboratorio.	Primero	 se	 identificaron	 los	aminoácidos	 responsables	de	 la	actividad	CI	de	 la	proteína	E	utilizando	péptidos	sintéticos	con	la	secuencia	de	residuos	correspondientes	a	su	DTM	y	con	mutaciones	puntuales	en	estos	aminoácidos	(Verdia-Baguena	y	col.,	2012).	A	continuación,	se	generó	un	SARS-CoV	recombinante	suprimiendo	la	actividad	CI	de	la	proteína	E	(rSARS-CoV-EIC-)	introduciendo	algunas	de	las	mutaciones	puntuales	que	eliminaron	la	actividad	CI	de	péptidos	con	la	secuencia	del	DTM	de	la	proteína	E	(Verdia-Baguena	y	col.,	2012).	El	análisis	de	 este	 virus	 mostró	 que	 la	 actividad	 canal	 iónico	 de	 la	 proteína	 E	 se	 requería	 para	 la	virulencia	 y	 para	 una	 óptima	 replicación	 del	 SARS-CoV	 (Nieto-Torres	 y	 col.,	 2014).	 Más	recientemente,	se	describió	que	la	proteína	E	promovía	la	patogenicidad	viral	provocando	la	salida	de	Ca2+	desde	el	ERGIC	al	citoplasma,	activando	el	inflamasoma	y	liberando	TNFα,	IL-6	e	IL-1β.	Esto	daba	lugar	a	una	inflamación	exacerbada	que	inducía	edema	y	muerte	de	ratones	BALB/c	(Nieto-Torres	y	col.,	2015b).	Por	otro	lado,	la	proteína	E	también	incluye	un	motivo	de	 unión	 a	 	 dominios	 PDZ	 (PBM)	 formado	 por	 sus	 últimos	 cuatro	 aminoácidos	 (Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014;	Teoh	y	col.,	2010).		La	proteína	3a	es	un	componente	estructural	del	virión	del	SARS-CoV	compuesto	por	274	aminoácidos	 y	 tres	 DTM.	 Es	 la	 proteína	 accesoria	 del	 SARS-CoV	 de	 mayor	 tamaño.	 La	localización	subcelular	de	esta	proteína	se	ha	estudiado	mediante	la	sobre-expresión	de	la	misma	(Shen	y	col.,	2005;	Yuan	y	col.,	2005),	pero	nunca	en	el	contexto	de	la	infección.	La	proteína	3a	 forma	 canales	 selectivos	de	K+	 en	oocitos	de	Xenopus	 laevis	 al	 tetramerizar	 a	través	de	enlaces	puente	disulfuro	intermoleculares	(Lu	y	col.,	2006).	Se	ha	propuesto	que	esta	proteína	podría	estar	implicada	en	la	liberación	del	virus	(Lu	y	col.,	2006)	y	patogénesis	(Kanzawa	y	col.,	2006).	Sin	embargo,	 la	mayoría	de	 los	estudios	con	la	proteína	3a	se	han	realizado	mediante	su	sobre-expresión	y	se	conoce	poco	sobre	la	relevancia	de	la	proteína	3a	
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en	 el	 contexto	 de	 la	 infección.	 La	 proteína	 3a	 provoca	 cambios	 en	 la	 organización	 de	 las	membranas	 de	 células	 infectadas	 llevando	 a	 un	 aumento	 de	 vesículas	 intracelulares	 que	podrían	ser	usadas	para	la	liberación	no	 lítica	de	partículas	virales	(Freundt	y	col.,	2010).	Además,	 interacciona	 con	 la	 proteína	 M,	 que	 junto	 a	 la	 proteína	 E	 es	 esencial	 para	 el	ensamblaje	 viral,	 indicando	 que	 la	 proteína	 3a	 también	 podría	 ser	 relevante	 para	 el	ensamblaje	y	morfogénesis	del	virus	(Tan	y	col.,	2004;	Vennema	y	col.,	1996).	Adicionalmente,	la	proteína	 3a	 induce	 una	 respuesta	 pro	 inflamatoria	mediada	 por	 la	 ruta	 de	NF-κB,	 que	promueve	la	apoptosis	celular	(Kanzawa	y	col.,	2006;	Lu	y	col.,	2006;	Obitsu	y	col.,	2009),	lo	cual	podría	 tener	un	papel	 en	 la	 virulencia	del	 virus.	 La	proteína	3a	 también	 contiene	un	motivo	PBM	en	su	carboxilo	terminal.	La	proteína	8a	del	SARS-CoV	es	el	resultado	de	una	deleción	de	29	nucleótidos	en	la	ORF8	que	 tuvo	 lugar	 durante	 la	 adaptación	 del	 virus	 desde	 antecesores	 virales	 que	 infectaban	animales	a	humanos.	Esta	adaptación	dividió	el	gen	8	en	dos	genes,	8a	y	8b	que	codifican	proteínas	 de	 39	 y	 84	 residuos	 respectivamente	 (Oostra	 y	 col.,	 2007).	 Ensayos	 sobre-expresando	la	proteína	8a	del	SARS-CoV	mostraron	que	aumentaba	la	replicación	viral	y	que	inducía	apoptosis	a	partir	de	una	ruta	de	señalización	mitocondrial	(C.	Y.	Chen	y	col.,	2007).	Sin	embargo,	esta	proteína	no	es	esencial	para	la	virulencia	del	virus,	dado	que	al	final	de	la	epidemia	del	SARS	se	aislaron	virus	de	pacientes	con	infecciones	letales	por	el	SARS-CoV,	que	presentaban	 una	 deleción	 que	 eliminaba	 el	 gen	 8	 de	 su	 genoma	 (Chiu	 y	 col.,	 2005).	 La	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	8a	se	ha	descrito	mediante	modelos	in	silico	(Chen	y	col.,	2011).	
4.	LOS	DOMINIOS	PDZ	
4.1.	Estructura	y	distribución	Los	dominios	PDZ	 son	 secuencias	de	 interacción	proteína-proteína	 consistentes	 en	80-90	aminoácidos	que	forman	una	estructura	compuesta	por	un	barril	β	antiparalelo	formado	por	seis	láminas	β	y	dos	hélices	α	(Figura	6A)	(Gerek	y	col.,	2009).	El	término	PDZ	es	un	acrónimo	formado	por	los	nombres	de	las	tres	primeras	proteínas	donde	se	identificó	este	dominio:	proteína	de	densidad	postsináptica	(PSD95),	proteína	supresora	de	tumores	en	Drosophila	(DlgA)	y	la	proteína	zónula	occludens-1	(ZO-1)	(Kennedy,	1995).	Las	proteínas	que	contienen	dominios	PDZ	se	encuentran	normalmente	en	el	citoplasma	celular	o	en	asociación	con	 la	membrana	 plasmática	 y	 están	 implicadas	 en	 multitud	 de	 procesos	 biológicos	 como	 la	formación	 de	 uniones	 celulares,	 regulación	 de	 la	 polaridad	 celular,	 migración	 celular,	transporte	 y	 organización	de	proteínas	 y	 rutas	de	 transducción	de	 señales	 (Nourry	 y	 col.,	2003).	Los	dominios	PDZ	se	encuentran	en	cientos	de	proteínas,	ya	sea	en	células	eucariotas	como	 en	 eubacterias	 (Ponting,	 1997).	 Solo	 en	 el	 genoma	 humano	 se	 han	 descrito	 266	
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FAMILIA	 VIRUS	 PROTEÍNA	VIRAL	 PROTEÍNA	DIANA	




Orthomyxoviridae	 Gripe	A	 NS1	 Dlg15,	MAGI-15,	MAGI-25,	MAGI-35,	Scribble5,	PDLIM26	
Papillomaviridae	




TBEV	 NS5	 Scribble17,	RIMS218,	ZO-118,	CASK19,	GIPC19,	ZO-219,	GRIP2,	Pro-IL-1619	DENV	 NS5	 ZO-118	
WNV	 NS5	 HtrA219,	OMP2519,	CLIM119,	ZO-219,	PTPN1319,	PDLIM419,	PDZD219,	GRIP219,	Scribble19,	y	otros19	




SARS-CoV	 E	 PALS122,	Sintenina23	3a	 ?	7b	 ?		MERS-CoV	 E	 ?	5	 ?	M	 ?	REFERENCIAS:	1(Chung	y	col.,	2007);	2(Razanskas	y	Sasnauskas,	2010);	3(Hsu	y	col.,	2007);	4(Hu	y	col.,	2016);	5(Liu	y	col.,	2010);	6(Yu	y	col.,	2011);	7(James	y	Roberts,	2016);	8(Tomaic	y	col.,	2009);	9(Suzuki	y	col.,	1999);	10(Arpin-Andre	y	Mesnard,	2007);	11(Wilson	y	col.,	2003);	12(Rousset	y	col.,	1998);	13(Ohashi	y	col.,	2004);	14(Song	y	col.,	2009);	15(Makokha	y	col.,	2013);	16(Blot	y	col.,	2004);	17(Werme	y	col.,	2008);	18(Ellencrona	y	col.,	2009);	19(Melik	y	col.,	2012);	20(Prehaud	y	col.,	2010);	21(Handa	y	col.,	2013);	22(Teoh	y	col.,	2010);	23(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014).		
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Recientemente,	se	han	descrito	proteínas	con	PBMs	en	virus	no	oncogénicos,	como	la	NS1	del	 virus	 de	 la	 gripe	 o	 la	 proteína	 NS5	 del	 flavivirus	 de	 la	 encefalitis	 transmitida	 por	garrapatas	(TBEV)	(Melik	y	col.,	2012;	Obenauer	y	col.,	2006).	La	diversidad	de	los	PBMs	virales	parece	ser	similar	a	la	de	los	PBMs	celulares	ya	que	también	se	han	descrito	PBMs	virales	que	no	se	encuentran	en	el	extremo	carboxilo	terminal	proteínas	virales	que	tienen	tanto	un	dominio	PDZ	como	un	PBM.	Por	ejemplo,	 la	proteína	NS5	del	TBEV,	posee	un	PBM	en	su	extremo	carboxilo	terminal,	al	igual	que	sus	homólogas	en	el	virus	Dengue	(DENV)	y	en	el	virus	del	Nilo	Occidental	(WNV),	y	además	un	PBM	interno	en	su	dominio	MTasa	(Melik	y	col.,	2012).	Por	otro	lado,	la	proteína	F11	del	poxvirus	de	la	vacuna	posee	 tanto	 un	 PBM	 como	 un	 dominio	 PDZ,	 y	 ambos	 dominios	 están	 coordinados	 para	promover	la	diseminación	viral	(Handa	y	col.,	2013).	Todo	ello	hace	que	la	identificación	de	los	motivos	PDZ	con	los	que	interaccionan	los	PBMs	virales	se	considere	de	alto	interés.	
4.3.	Proteínas	de	coronavirus	con	motivos	de	unión	a	PDZ	En	el	caso	de	los	coronavirus,	la	única	proteína	viral	descrita	cuyo	PBM	se	ha	estudiado	en	detalle	es	la	proteína	E	del	SARS-CoV,	la	cual	se	une	a	las	proteínas	Sintenina	y	PALS1	a	través	de	su	PBM.	Las	primeras	evidencias	de	la	presencia	de	un	PBM	en	la	proteína	E	del	SARS-CoV	se	obtuvieron	al	expresarla	en	células,	donde	se	identificó	su	interacción	con	la	proteína	1	asociada	 con	 Caeborhabditis	 elegans	 lin-7	 (PALS-1),	 una	 proteína	 celular	 implicada	 en	 la	formación	 de	 uniones	 oclusivas	mediadas	 por	 proteínas	 de	membrana	 que	 contienen	 un	dominio	PDZ.	En	células	epiteliales	infectadas	por	el	SARS-CoV,	la	proteína	E	relocaliza	a	la	proteína	PALS1	en	el	ERGIC,	alterando	su	localización	original	y	retrasando	la	formación	de	las	uniones	oclusivas	entre	las	células	epiteliales	y	estableciendo	la	polaridad	celular	(Teoh	y	col.,	2010).	Estos	estudios	demostraron	que	los	últimos	cuatro	aminoácidos	de	la	proteína	E	forman	un	PBM	que	 se	une	al	 dominio	PDZ	de	 la	proteína	PALS1.	Sin	 embargo,	 la	 relevancia	de	 este	motivo	durante	la	infección	no	se	estudió.	Por	ello,	en	nuestro	laboratorio	se	generaron	virus	recombinantes	 con	distintas	mutaciones	 en	 el	 PBM	 de	 la	proteína	 E.	 Su	 análisis	 permitió	demostrar	que	la	interacción	del	PBM	de	la	proteína	E	con	el	PDZ	de	la	Sintenina	durante	la	infección	 viral	 activaba	 la	 p38	 MAPK.	 Esta	 interacción	 da	 lugar	 a	 la	 sobre-expresión	 de	citoquinas	proinflamatorias,	causando	la	muerte	del	huésped	debido	a	una	respuesta	inmune	patológica	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014).	Más	tarde	se	observó	que	el	virus	atenuado	SARS-CoV-∆E,	después	de	varios	pases	en	serie	tanto	en	cultivos	celulares	como	in	vivo,	revertía	al	fenotipo	virulento	mediante	la	incorporación	de	proteínas	quiméricas	que	contenían	nuevos	PBMs,	compensando	así	la	pérdida	del	PBM	de	la	proteína	E	(Jimenez-Guardeno	y	col.,	2015).	
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1.2.	Cultivo	de	células	eucariotas	Las	células	H5	se	crecieron	a	28°C	en	medio	TC100	suplementado	con	suero	bovino	 fetal	descomplementado	(FBS,	Biowhittaker,	Verviers,	Belgium)	al	10%,	50	µg/ml	de	gentamicina	(Sigma),	0.25	µg/ml	de	anfotericina	B	(Sigma),	100	UI/ml	de	penicilina	(Sigma),	100	μg/ml	de	estreptomicina	(Sigma)	y	antimicótico	al	0.02%	(Sigma).	Las	 líneas	 celulares	 Vero	 E6	 y	 BHK	 se	 crecieron	 a	 37°C	 en	 una	 atmósfera	 con	 una	humedad	del	98%	en	medio	Eagle	modificado	por	Dulbecco	(DMEM,	GIBCO)	suplementado	con	 25	 mM	 HEPES,	 50	 µg/ml	 de	 gentamicina	 (Sigma),	 2	 mM	 de	 L-glutamina	 (Sigma),	aminoácidos	no	esenciales	al	1%	(Sigma)	y	10%	FBS.	Las	líneas	celulares	se	almacenaron	mediante	congelación	en	nitrógeno	 líquido	a	una	densidad	de	1x106	células/ml	en	dimetil	sulfóxido	(Sigma)	al	10%	en	FBS.	
2.	BACTERIAS	
2.1.	Cepas	y	cultivos	de	bacterias	Las	 células	 Escherichia	 coli	 DH10B	 [F-	 mcr	 A	 D(mrr-hsdRMS-mcr-BC)	 Æ80dlacZ	
DM15DlacX74deoRrecA1endA1araD139(ara,leu)7697galUgalKl-rpsLnupG]que	se	utilizaron	para	el	clonaje	de	los	plásmidos,	se	obtuvieron	de	GIBCOBRL.	Los	cultivos	bacterianos	se	realizaron	a	30	o	37°C	en	medio	líquido	Luria-Bertani	(LB)	(Sambrook	y	Russell,	2001),	y	a	37°C	en	placas	de	LB-agar	para	el	aislamiento	de	colonias.	El	medio	 se	 suplementó	 con	 antibióticos	 (150	 μg/ml	 de	 ampicilina	 o	 12.5	 μg/ml	 de	cloranfenicol)	para	seleccionar	colonias,	cuando	fue	necesario.			
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2.2.	Generación	de	bacterias	competentes	Partiendo	de	una	 colonia	de	bacterias	DH10B	 crecida	 en	medio	 sólido,	 se	 inocularon	dos	litros	de	medio	SOB	(20	g/l	triptona,	5	g/l	extracto	de	levadura,	0.5	g/l	NaCl,	0.18	g/l	KCl)	y	las	bacterias	se	amplificaron	hasta	alcanzar	una	DO550	de	0.7.	Las	bacterias	se	sedimentaron	mediante	centrifugación	a	4000xg	durante	15	min,	y	se	lavaron	tres	veces	con	una	solución	de	glicerol	al	10%	a	4°C,	utilizando	un	volumen	equivalente	al	del	cultivo	inicial	en	el	primer	lavado,	y	la	mitad	en	los	lavados	sucesivos	(2	l,	1	l	y	0.5	l,	respectivamente).	Entre	cada	lavado,	las	bacterias	se	sedimentaron	como	se	ha	indicado	anteriormente.	Finalmente,	las	bacterias	se	resuspendieron	en	6	ml	de	glicerol	al	10%,	y	se	alicuotearon	para	almacenarlas	a	-80°C	hasta	el	momento	de	su	utilización.	
2.3.	Transformación	de	bacterias	Las	bacterias	DH10B	competentes	se	transformaron	mediante	electroporación	con	el	DNA	de	interés.	Se	mezclaron	50	μl	de	bacterias	con	50	μl	de	agua	destilada	y	el	DNA	a	transformar.	La	mezcla	se	transfirió	a	una	cubeta	de	electroporación	de	0.2	cm	(Bio-Rad)	y	se	aplicó	un	pulso	eléctrico	de	25	μF,	2.5	kV	y	200	Ω	utilizando	un	electroporador	GenePulser	(BioRad).	Las	bacterias	se	resuspendieron	en	1	ml	de	medio	LB	y	se	mantuvieron	durante	45	min	a	37°C	en	agitación.	Finalmente,	las	bacterias	se	sembraron	por	extensión	en	superficie	sobre	placas	de	LB-agar	que	contenían	el	antibiótico	apropiado	para	la	selección	de	colonias.	
3.	MANIPULACIÓN	Y	ANÁLISIS	DEL	DNA	
3.1.	Plásmidos	El	bácmido	con	el	genoma	del	baculovirus	recombinante	que	codifica	la	proteína	3a	de	la	cepa	Urbani	del	SARS-CoV	(rBV-3a)	y	sus	mutantes	fue	generado	por	la	doctora	Grazyna	Kochan	(NavarraBiomed,	Navarra).	La	construcción	se	realizó	insertando	el	gen	de	la	proteína	3a	y	sus	variantes	mutantes	en	un	vector	pFastBac	(Invitrogen)	quedando	así	 fusionada	en	su	extermo	carboxilo	terminal	con	una	señal	de	corte	para	la	proteasa	del	virus	del	grabado	de	tabaco	(TEV)	seguida	de	10	resiudos	de	histidina.	Además,	el	gen	de	la	proteína	3a	queda	bajo	control	del	promotor	de	la	polihedrina,	para	su	posterior	expresión	en	células	de	insecto	y	purificación.		El	plásmido	pBeloBAC11	(pBAC)	(Wang	y	col.,	1997)	se	utilizó	para	clonar	el	cDNA	del	SARS-CoV	adaptado	a	ratón	(MA15)	(Fett	y	col.,	2013)	y	sus	variantes	mutantes.	Este	plásmido	de	7.5	 kb	 contiene	 el	 origen	de	 replicación	del	 factor	F	de	Escherichia	 coli	 (oriS),	 un	 gen	de	resistencia	a	cloranfenicol	(cat)	y	una	serie	de	genes	necesarios	para	mantener	una	copia	única	del	plásmido	por	célula	bacteriana	(sopA,	sopB,	sopC,	y	repE).	
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3.2.	Purificación	de	plásmidos	y	fragmentos	de	DNA	Para	la	purificación	de	plásmidos	a	partir	de	cultivos	bacterianos	a	pequeña,	mediana	o	gran	escala,	se	utilizaron	respectivamente	los	reactivos	Plasmid	mini,	midi	o	maxi	kits	(QIAGEN)	según	el	protocolo	del	fabricante,	con	las	modificaciones	adecuadas	en	función	del	tamaño	y	número	de	copias	del	plásmido.	Para	la	purificación	de	plásmidos	basados	en	pBAC	se	utilizó	el	reactivo	Large-Construct	
kit	 (QIAGEN).	 Se	 partió	 de	 cultivos	 bacterianos	 crecidos	 a	 30°C	 en	 450	ml	 de	medio	 LB	suplementado	con	12.5	μg/ml	de	cloranfenicol.		Para	la	purificación	de	DNAs	amplificados	a	partir	de	PCR	y	fragmentos	de	DNA	extraídos	de	geles	de	agarosa	se	utilizó	el	reactivo	QIAquick	gel	extraction	kit	(QIAGEN)	o	el	reactivo	
QIAEX	 II	 (QIAGEN)	 en	 el	 caso	 de	 fragmentos	 mayores	 de	 10	 kb,	 siguiendo	 el	 protocolo	indicado	por	el	fabricante	en	cada	caso.	
3.3.	Enzimas	de	restricción	y	ligación	del	DNA	Las	enzimas	de	restricción	se	adquirieron	de	Roche	o	New	England	Biolabs.	Para	la	ligación	de	moléculas	de	DNA	se	utilizó	la	enzima	DNA	ligasa	del	fago	T4	(Roche).	Todas	las	reacciones	enzimáticas	se	realizaron	siguiendo	los	protocolos	previamente	especificados	(Sambrook	y	Russell,	2001).	
3.4.	Amplificación	del	DNA	mediante	PCR	Las	reacciones	de	PCR	se	realizaron	utilizando	2.5	U	de	las	enzimas	Amplitaq	DNA	polymerase	(Applied	 Biosystems)	 o	 Vent	 polymerase	 (New	 England	 Biolabs)	 para	 fines	 analíticos	 o	preparativos,	respectivamente.	A	diferencia	de	la	Amplitaq	DNA	polymerase,	la	enzima	Vent	
polymerase	 posee	 actividad	 exonucleasa	 correctora	de	 errores	3´-5´	 y	por	 lo	 tanto	mayor	fidelidad.	Las	reacciones	de	amplificación	se	realizaron	en	un	termociclador	2720	Thermal	
cycler	(Applied	Biosystems)	utilizando	un	volumen	de	50	μl	en	presencia	de	20	pmoles	de	los	oligonucleótidos	 correspondientes	 (Sigma),	 una	 mezcla	 de	 deoxinucleótidos	 trifosfato	(Roche)	 a	 una	 concentración	 final	 de	 0.25	 mM,	 1.25	 mM	 de	 MgCl2	 para	 Amplitaq	 DNA	
polymerase	 o	MgSO4	para	Vent	 polymerase,	 sus	 correspondientes	 tampones	de	 reacción	y	entre	 25	 y	 50	 ng	 de	 DNA	 molde	 por	 reacción.	 La	 temperatura	 de	 fusión	 de	 los	oligonucleótidos	(Tm)	y	la	longitud	del	fragmento	a	amplificar	determinaron	la	temperatura	de	anillamiento	(entre	5	y	10°C	inferior	a	la	menor	Tm	de	los	oligonucleótidos	empleados)	y	el	 tiempo	 de	 elongación	 (aproximadamente	 1	 kb	 de	 DNA	 por	 minuto	 a	 72°C),	respectivamente.	En	todos	los	casos	se	utilizaron	entre	25	y	35	ciclos	de	amplificación.	Para	la	amplificación	de	 la	región	del	genoma	que	 incluía	gen	3a	del	SARS-CoV	(del	nucleótido	26017	 al	 26447)	 se	 utilizaron	 los	 oligonucleótidos	 24937-VS	
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(GGCGACATTTCAGGCATTAACGC)	 y	 26086-RS	 (GGCACGCTAGTAGTCGTCGTCGGC).	 Para	amplificar	la	región	del	genoma	correspondiente	al	gen	E	(del	nucleótido	26017-26447)	se	utilizaron	 los	 oligonucleótidos	 E-VS	 (CTCTTCAGGAGTTGCTAATCCAGCAATGG)	 y	 E-RS	(TCCAGGAGTTGTTTAAGCTCCTCAACGGTA).	Para	la	región	que	corresponde	al	gen	8a	(del	nucleótido	 27779-27898)	 se	 utilizaron	 los	 oligonucleótidos	 SARS-27545-VS	(GGAGGTTCAACAAGAGCTCTACTCGCC)	 y	 SARS-28008-RS	(GACAGTTGATAGTAACATTAGGTGTGC).	 El	 ensamblamiento	 de	 las	 secuencias	 y	 la	comparación	 con	 la	 secuencia	 consenso	 se	 realizó	 utilizando	 el	 programa	 SeqMan	(Lasergnee,	Madison,	WI).	
3.5.	Electroforesis	del	DNA	en	geles	de	agarosa	La	separación	de	fragmentos	de	DNA	para	estudios	analíticos	y	su	purificación,	se	realizó	en	geles	de	agarosa	D-1	Medio	EEO	(Pronadisa)	al	0.7-1.2%	disuelta	en	tampón	TAE	(40	mM	Tris-acetato,	1	mM	EDTA).	Se	anadió	SYBR®	Safe	DNA	gel	stain	1x	(Life	technologies)	para	visualizar	las	bandas	de	DNA	utilizando	el	captador	de	imágenes	ChemiDocTM	(Biorad).	
4.	OBTENCIÓN	DE	SARS-CoVs	RECOMBINANTES	
4.1.	Manipulación	del	SARS-CoV	en	cultivos	celulares	Todo	 el	 trabajo	 con	 virus	 infecciosos	 fue	 aprobado	 por	 el	Ministerio	de	Medio	Ambiente	(resolución	001/36438).	 La	manipulación	del	 virus	 en	 cultivos	 celulares	 se	 realizó	 en	un	laboratorio	 de	 bioseguridad	 con	 nivel	 de	 contención	 3	 (CNB,	 CSIC).	 El	 laboratorio	 está	equipado	con	los	medios	e	infraestructuras	necesarias,	incluyendo	un	sistema	de	tratamiento	de	 aire	 y	 de	 inactivación	 biológica	 de	 efluentes	 líquidos.	 Además,	 el	 operador	 está	permanentemente	protegido	con	un	sistema	de	 filtración	de	aire	HEPA	Airmate	 (3M)	y	 la	vestimenta	adecuada,	compuesta	por	monos	y	calzas	de	protección	(Tyvek)	y	varios	pares	de	guantes.	Los	 siguientes	 virus	 utilizados	 en	 los	 experimentos	 de	 esta	 tesis,	 se	 generaron	 y	rescataron	previamente	en	el	laboratorio:	SARS-CoV	recombinante	adaptado	a	ratón	(rSARS-CoV-MA15)	(Roberts	y	col.,	2007),	el	mutante	de	deleción	carente	del	gen	E	(rSARS-CoV-ΔE)	(DeDiego	 y	 col.,	 2007),	 los	 mutantes	 con	 pequeñas	 mutaciones	 a	 lo	 largo	 del	 gen	 de	 la	proteína	E	(rSARS-CoV-EΔ1,	 -EΔ2,	 -EΔ3,	 -EΔ4,	 -EΔ5,	 -EΔ6)	(Regla-Nava	y	col.,	2015)	y	 los	mutantes	carentes	del	canal	iónico	(rSARS-CoV-EIC-)	y	el	PBM	de	la	proteína	E	(rSARS-CoV-EPBM-)	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2014).	
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4.2.	Construcción	de	cDNAs	infectivos	El	cDNA	del	SARS-CoV-MA15	ensamblado	en	el	pBAC	(pBAC-SARS-CoV-MA15)	(Fett	y	col.,	2013),	se	utilizó	como	base	para	introducir	las	mutaciones	correspondientes	afectando	a	las	viroporinas	del	SARS-CoV	E,	3a	y	8a.	Para	realizar	el	mutante	de	deleción	de	la	proteína	3a	se	realizó	una	PCR	solapante	generando	un	fragmento	de	DNA	que	incluía	los	nucleótidos	del	24937	al	26060	del	genoma	del	SARS-CoV	flanqueados	por	los	sitios	de	restricción	SwaI	y	
BamHI	 utilizando	 los	 oligos	 indicados	 en	 la	Tabla	 III.	 De	 esta	manera,	 se	 introdujo	 una	deleción	 en	 los	nucleótidos	del	 25270-25668	del	genoma	del	 SARS-CoV	que	 eliminaba	 la	porción	del	gen	3a	que	no	solapa	con	el	gen	3b.	Además,	en	este	fragmento	de	PCR	también	se	introdujeron	mutaciones	a	lo	largo	del	resto	del	gen	incluyendo	la	supresión	del	codón	de	inicio	del	gen	3a,	la	introducción	de	dos	codones	de	parada	en	las	posiciones	25673,	25683	y	la	eliminación	de	un	potencial	codón	de	inicio	en	la	posición	26042.	Este	fragmento	se	digirió	con	las	enzimas	SwaI	y	BamHI	y	se	insertó	en	el	plásmido	intermedio	pBAC-PmeI-BamHI-SARS-CoV	 que	 contiene	 los	 nucleótidos	 18407-26044	 del	 clon	 infectivo	 del	 SARS-CoV	obteniendo	 el	 plásmido	 pBAC-PmeI-BamHI-SARS-CoV-∆3a.	 A	 continuación,	 se	 digirió	 este	plásmido	con	las	enzimas	PmeI	y	BamHI	y	el	fragmento	conteniendo	la	deleción	se	insertó	en	el	plásmido	pBAC-SARS-CoV-MA15	digerido	con	las	mismas	enzimas	obteniendo	el	plásmido	pBAC-SARS-CoV-MA15-∆3a.	El	 mutante	 de	 la	 proteína	 8a	 se	 realizó	 mediante	 PCR	 solapante	 generando	 los	fragmentos	de	DNA	que	incluían	los	nucleótidos	del	26790	al	28753	del	genoma	del	SARS-CoV-MA15	 flanqueados	 por	 los	 sitios	 de	 restricción	 XcmI	 y	 NheI	 utilizando	 los	 oligos	indicados	en	la	Tabla	III.		De	esta	manera,	se	introdujo	una	deleción	de	82	nucleótidos	en	la	ORF8	que	eliminaba	la	porción	del	gen	8a	que	no	solapa	con	el	gen	de	la	8b.	Este	fragmento	se	digirió	con	las	enzimas	
XcmI	 y	 NheI	 y	 se	 insertó	 en	 el	 plásmido	 intermedio	 pBAC-BamHI-RsrII-SARS-CoV	 que	contiene	 los	nucleótidos	26044-29782	del	clon	infectivo	del	virus	obteniendo	el	plásmido	pBAC-BamHI-RsrII-SARS-CoV-∆8a.	A	continuación,	se	digirió	este	plásmido	con	las	enzimas	
BamHI	y	RsrII	y	el	fragmento	conteniendo	la	deleción	se	insertó	en	el	plásmido	pBAC-SARS-CoV-MA15	digerido	con	las	mismas	enzimas	obteniendo	el	plásmido	pBAC-SARS-CoV-MA15-∆8a.		Para	realizar	los	mutantes	del	canal	iónico	de	la	proteína	3a,	se	generaron	fragmentos	de	DNA	que	 incluían	 los	nucleótidos	del	25016	al	26044	del	genoma	del	SARS-CoV-MA15	flanqueados	por	los	sitios	de	restricción	SwaI	y	BamHI,	mediante	PCR	solapante	utilizando	los	 oligonucleótidos	 indicados	 en	 la	 Tabla	 III.	 Estos	 fragmentos	 llevaban	 distintas	mutaciones	localizadas	en	el	gen	3a	que	generaban	cambios	de	aminoácidos	afectando	a	los	DTMs	de	la	proteína,	donde	se	localiza	el	canal	iónico:	S40A	(TCA	por	GCA),	S48A	(AGC	por	GCC),	Y91A	(TAT	por	GCT),	H93A	(CAT	por	GCT),	Y109A	(TAT	por	GCT),	Y113A	(TAT	por	
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GCT),	 Q116A	 (CAA	 por	 GCA),	 TMD1-(incluyendo	 las	 mutaciones	 S40A	 y	 S48A),	 TMD2-	(incluyendo	las	mutaciones	Y91A,	H93A),	TMD3-	(incluyendo	las	mutaciones	Y109A,	Y113A,	Q116A)	 y	 TMD[2,3]-	 (incluye	 las	mutaciones	 Y91A,	 H93A,	 Y109A,	 Y113A	 y	 Q116A).	 Los	fragmentos	resultantes	de	la	PCR	solapante	se	digirieron	con	las	enzimas	SwaI	y	BamHI	y	se	introdujeron	 en	 el	 plásmido	 intermedio	 pBAC-PmeI-BamHI-SARS-CoV	 que	 contiene	 los	nucleótidos	 18407-26044	 del	 clon	 infectivo	 del	 SARS-CoV.	 Después,	 los	 plásmidos	intermedios	con	la	mutación	correspondiente	se	digirieron	con	las	enzimas	PmeI	y	BamHI	y	se	insertaron	en	el	plásmido	pBAC-SARS-CoV-MA15	digerido	con	estas	mismas	enzimas	para	obtener	 el	 clon	 infectivo	 con	 la	 mutación	 correspondiente.	 Para	 realizar	 el	 mutante	 del	motivo	PBM	de	la	proteína	3a	se	realizó	una	PCR	que	resultó	en	un	fragmento	de	DNA	con	la	secuencia	de	nucleótidos	26044-26790	 flanqueada	por	 las	dianas	de	 restricción	BamHI	 y	
XcmI	utilizando	los	oligos	indicados	en	la	Tabla	III.	La	mutación	introducida	modifica	el	PBM	de	la	proteína	3a	introduciendo	mutaciones	silenciosas	en	el	gen	de	la	3b	con	el	que	solapa.	De	 esta	manera,	 la	 secuencia	 principal	 del	 motivo	 PBM	 de	 la	 proteína	 3a	 (SVPL)	 con	 la	secuencia	 de	 nucleótidos	 AGCGTGCCTTTG,	 es	 suprimida	 al	 introducir	 esta	 secuencia	alternativa	(GMSM)	con	los	nucleótidos	GGCATGTCTATG.	El	fragmento	resultante	de	la	PCR	se	digirió	con	las	enzimas	BamHI	y	XcmI	y	se	introdujeron	en	el	plásmido	intermedio	pBAC-
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4.3.	Transfección	y	rescate	de	SARS-CoVs	recombinantes	Las	células	BHK	crecidas	a	un	95%	de	confluencia	en	frascos	de	12.5	cm2	se	transfectaron	con	6	μg	del	cDNA	de	los	clones	infectivos	y	18	μl	de	Lipofectamine	2000	(Life	technologies),	de	acuerdo	 con	 las	 especificaciones	del	 proveedor.	 A	 las	 6	 horas	 después	 de	 la	 transfección	(hdt),	 las	 células	 se	 tripsinizaron,	 se	 añadieron	 sobre	 monocapas	 de	 células	 Vero	 E6	confluentes	 crecidas	 en	 frascos	 de	 12.5	 cm2	 y	 se	 incubaron	 a	 37°C.	 A	 las	 72	 horas	 se	recogieron	 los	 sobrenadantes,	 se	 pasaron	 una	 vez	 más	 en	 células	 Vero	 E6	 y	 los	 virus	recuperados	 se	 clonaron	mediante	 tres	pasos	de	purificación	de	placas	de	 lisis	 en	medio	DMEM	 semi-sólido	 que	 contenía	 0.6%	 de	 agarosa	 de	 bajo	 punto	 de	 electroendoosmosis	(Pronadisa,	Madrid).	Los	virus	clonados	se	amplificaron	en	frascos	de	75	cm2	y	se	titularon	mediante	formación	de	placas	de	lisis	en	medio	semi-sólido.	
5.	MANIPULACIÓN	Y	ANÁLISIS	DEL	RNA	
5.1.	Extracción	del	RNA	total	intracelular	Para	 verificar	 la	 secuencia,	 analizar	 la	 estabilidad	de	 los	 virus	 generados,	 y	 cuantificar	 la	expresión	de	mRNAs	celulares,	se	extrajo	el	RNA	total	de	las	células	infectadas	utilizando	el	reactivo	RNeasy	Mini	kit	(QIAGEN),	según	el	protocolo	del	fabricante.	El	RNA	purificado	se	cuantificó	 mediante	 espectrofotometría	 utilizando	 un	 NanoDrop	 ND-1000	 (NanoDrop	Technologies,	USA)	y	se	almacenó	a	-80°C	hasta	su	uso.	




un	baculovirus	recombinante	(rBV-3a)	Células	H5	al	80%	de	confluencia	se	infectaron	a	una	multiplicidad	de	infección	(mdi)	de	1	con	el	rBV-3a	y	se	incubaron	a	22ºC.	Las	células	se	recogieron	a	las	72	hdi	y	se	resuspendieron	en	un	primer	tampón	de	lisis	(50	mM	Tris-HCl,	300	mM	NaCl,	0,5%	Triton	X-100,	pH	7.5)	suplementado	con	el	inhibidor	de	proteasas	Protease	Inhibitor	Cocktail	al	1%	(Sigma).	Los	extractos	 se	 centrifugaron	 a	 12000xg	 durante	 10	 min	 a	 4°C	 y	 los	 sedimentos	 se	resuspendieron	en	un	segundo	tampón	de	lisis	(8	M	Urea,	50	mM	Tris-HCl,	300	mM	NaCl,	1%	IGEPAL,	1mM	b-mercaptoetanol,	10mM	imidazol,	pH	7.5).	Las	muestras	se	sonicaron	tres	veces	consecutivas	durante	20	segundos	cada	una	y	se	centrifugaron	a	12000xg	durante	10	minutos	 a	 4°C.	 Finalmente,	 la	 proteína	 presente	 en	 el	 sobrenadante,	 se	 purificó	 por	cromatografía	 de	 afinidad	 metálica	 (IMAC)	 usando	 una	 resina	 de	 cobalto	 (GE-Scientific)	siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 por	 el	 fabricante.	 Las	distintas	 fracciones	 del	 proceso	 de	purificación	se	 analizaron	en	 geles	de	poliacrilamida	al	12%	mediante	azul	de	Coomassie	utilizando	el	reactivo	EZBlue	Gel	Staining	Reagent	(Sigma).	Finalmente	la	proteína	obtenida	se	pasó	por	una	columna	de	exclusión	molecular	PD-10	desalting	column	(GE-Healthcare),	a	efectos	 de	 eliminar	 la	 urea	 y	 otros	 compuestos	 residuales	 del	 proceso	 de	 purificación,	incompatibles	con	las	posteriores	inmunizaciones.	La	proteína	se	eluyó	finalmente	en	PBS.	




LDS	 suplementado	 o	 no	 con	 1	mM	 DTT.	 Las	 proteínas	 se	 transfirieron	 a	membranas	 de	nitrocelulosa	 mediante	 el	 sistema	 Mini	 Protean	 II	 (BioRad)	 utilizando	 un	 tampón	 de	transferencia	que	contenía	25	mM	Tris/HCl,	192	mM	glicina,	20%	metanol	pH	8.3	durante	1	hora	a	110	V.	Las	membranas	se	bloquearon	durante	1	hora	con	leche	al	5%	en	tampón	TTBS	(20	mM	Tris/HCl,	150	mM	NaCl,	0.05%	Tween-20,	pH	7.5)	y	se	incubaron	con	los	anticuerpos	de	la	proteína	3a	generados	en	conejo	Apc-3a	(dilución	1:500).	Los	anticuerpos	unidos	se	detectaron	con	anticuerpos	conjugados	a	la	peroxidasa	del	rábano	picante	(HRP),	específicos	para	 las	 distintas	 especies	 (dilución	 1:30000,	 Sigma),	 y	 el	 sustrato	 Immobilon	 Western	(Millipore).	





7.1.	Reconstitución	de	canales	iónicos	en	membranas	lipídicas	artificiales		Para	reconstituir	el	canal	iónico	de	la	proteína	3a	en	membranas	lipídicas	artificiales	y	medir	su	 actividad	 canal	 iónico,	 se	 formaron	 bicapas	 lipídicas	 con	 distintas	 composiciones	 de	lípidos	(Avanti	polar	lipids,	Inc.).	Las	membranas	se	añadieron	sobre	orificios	de	70-90	μm	de	 diámetro	 hechos	 en	 una	membrana	 de	 teflón	de	 15	 μm	 de	 espesor	 que	 separaba	 dos	cámaras.	Las	cámaras	contenían	soluciones	de	NaCl	o	KCl	tamponadas	con	5	mM	HEPES,	pH	6.	Las	medidas	de	actividad	canal	iónico	se	realizaron	a	temperatura	ambiente.	La	inserción	de	los	canales	en	las	membranas	se	consiguió	añadiendo	de	0.5	a	1	μl	de	una	solución	de	300	μg/ml	del	péptido	de	interés	en	una	mezcla	de	acetonitrilo:isopropanol	(40:60)	sobre	una	de	las	 cámaras	 (cámara	 cis).	 Los	 distintos	 potenciales	 eléctricos	 se	 aplicaron	 utilizando	electrodos	de	Ag/AgCl	montados	en	2	M	KCl	y	aislados	mediante	puentes	de	agarosa	al	2.5%.	Los	potenciales	se	definieron	como	positivos,	cuando	fueron	más	altos	en	la	cámara	donde	se	 añadió	 el	 péptido	 (cámara	 cis),	 con	 respecto	 a	 la	 otra	 cámara	 (trans),	 utilizada	 como	referencia.	Para	medir	la	intensidad	de	corriente	y	aplicar	los	distintos	voltajes,	se	utilizó	el	equipo	Axopatch	200B	amplifier	(Molecular	Devices).	Todo	el	sistema	se	aisló	utilizando	una	doble	pantalla	metálica	(Amuneal	Manufacturing	Corp.),	para	evitar	interferencias	eléctricas	externas	 a	 las	 medidas.	 La	 conductancia	 de	 un	 solo	 canal	 iónico	 se	 obtuvo	 realizando	mediciones	de	corriente	bajo	un	potencial	de	+100	mV	en	soluciones	de	1M	KCl	o	NaCl	con	5	mM	HEPES	pH	6.	Los	valores	de	conductancia	registrados	se	evaluaron	utilizando	un	ajuste	Gaussiano	con	el	programa	Sigma	Plot	10.0	(Systat	Software,	Inc.).	Para	medir	selectividad,	se	calcularon	los	potenciales	de	reversión	(Erev)	formando	gradientes	de	concentración	de	electrolitos	 entre	 las	 cámaras.	 Después	 de	 la	 inserción	 de	 uno	 o	 varios	 canales	 en	 la	membrana,	se	registró	una	corriente	iónica.	Dicha	corriente	se	ajustó	a	cero	jugando	con	el	potencial	aplicado.	El	potencial	necesario	para	conseguir	corriente	cero	es	el	Erev.	A	partir	de	este	parámetro,	se	obtuvieron	los	valores	de	permeabilidad	del	canal	a	las	distintas	especies	iónicas	del	sistema	utilizando	la	ecuación	de	Goldman-Hodgkin-Katz	(Hodgkin	y	Katz,	1949).	
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8.	PATOGÉNESIS	VIRAL	EN	RATÓN	
8.1.	Cepa	de	ratón	utilizada,	inoculación	y	manejo	de	ratones	infectados	Todos	los	protocolos	de	trabajo	fueron	aprobados	por	el	NIH-CDC	de	acuerdo	a	la	legislación	de	EEUU	(Anexo	I),	por	el	Comité	de	Ética	del	Centro	de	Investigación	en	Sanidad	Animal	CISA-INIA	 (números	 de	 permiso:	 2011-009	 y	 2011-09)	 y	 por	 el	 Centro	 Nacional	 de	Biotecnología	 de	 acuerdo	 con	 el	 Real	 Decreto	 Español	 (RD	 53/2013),	 las	 normas	internacionales	 de	 la	 Unión	 Europea	 2010/63/UE	 y	 la	 ley	 española	 32/2007	 sobre	 la	protección	 y	 el	 manejo	 de	 los	 animales	 de	 experimentación.	 Para	 los	 experimentos	 de	patogénesis	del	SARS-CoV	se	utilizaron	hembras	de	ratones	libres	de	patógenos	específicos	BALB/c	OlaHsd	(Harlan)	de	16	semanas	de	edad.	Los	ratones	se	anestesiaron	con	isofluorano	y	 se	 inocularon	 intranasalmente	 utilizando	 100000	 ufp	 del	 virus	 correspondiente	 en	 un	volumen	 de	 50	 μl	 de	 DMEM	 suplementado	 con	 2%	 de	 FBS.	 La	manipulación	 de	 ratones	infectados	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	 un	 laboratorio	 de	 nivel	 3+	 de	 bioseguridad	 del	 CISA-INIA	equipado	con	 la	 infraestructura	de	contención	descrita	anteriormente	para	el	 trabajo	con	cultivos	celulares,	y	además,	con	un	rack	ventilado	Animal	 transport	unit-Bio	containment	
unit	(Harvard)	para	mantener	a	los	animales	durante	el	desarrollo	del	experimento.		
8.2.	Seguimiento	de	la	enfermedad	y	análisis	de	la	virulencia	Después	de	inocular	intranasalmente	a	los	ratones	con	los	virus,	se	monitorizó	diariamente	su	peso,	los	síntomas	de	la	enfermedad	y	la	supervivencia	de	los	mismos	durante	un	periodo	de	10	días.	Los	animales	que	durante	el	experimento	alcanzaron	pérdidas	de	peso	superiores	al	25%	fueron	sacrificados	de	acuerdo	con	los	protocolos	de	eutanasia	establecidos.	




fin	 de	 preservar	 la	 integridad	 de	 las	 moléculas	 de	 RNA.	 Seguidamente	 las	 muestras	 se	congelaron	a	 -80°C	hasta	el	momento	de	su	procesamiento.	Para	extraer	el	RNA	total,	 los	pulmones	se	homogeneizaron	en	2	ml	de	tampón	RLT	lysis	buffer	(QIAGEN)	suplementado	con	β-mercaptoetanol	al	1%	utilizando	el	sistema	gentleMACS	Dissociator	(Miltenyi	Biotec)	siguiendo	el	protocolo	propuesto	por	el	fabricante.	Las	muestras	se	centrifugaron	a	3000xg	durante	10	minutos,	y	el	RNA	se	purificó	de	los	sobrenadantes	utilizando	el	reactivo	RNeasy	
mini	kit	(QIAGEN)	como	se	ha	descrito	previamente.		
9.	ENSAYOS	DE	DOBLE	HÍBRIDO	DE	LEVADURA	Se	han	realizado	dos	ensayos	de	doble	híbrido	de	levadura	con	dos	objetivos	distintos.	
9.1.	 Doble	 híbrido	 de	 levadura	 para	 estudiar	 la	 interacción	 del	 dominio	 carboxilo	
terminal	de	la	proteína	3a	de	SARS-CoV	Estos	ensayos	fueron	realizados	por	Hybrigenics	(Francia)	usando	como	captura	el	dominio	carboxilo	terminal	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	(aminoácidos	133	al	274).	El	captura	se	introdujo	 en	 el	 vector	de	 expresión	de	doble	híbrido	de	 levadura	pB27.	Este	plásmido	 se	utilizó	para	transformar	células	de	levadura	L40ΔGAL4,	que	se	aparearon	con	levaduras	de	la	cepa	Y187	(Fromont-Racine	y	col.,	1997)	previamente	transformadas	con	una	librería	de	cDNAs	de	pulmón	humano	con	más	de	10	millones	de	fragmentos	independientes	(ligando).	Se	 analizaron	 un	 total	 de	 299	 millones	 de	 interacciones	 y	 se	 identificaron	 258	 clones	positivos	tras	seleccionar	con	un	medio	sin	leucina,	triptófano	e	histidina.	Se	amplificaron	los	fragmentos	 de	 ligando	 mediante	 PCR	 y	 se	 secuenciaron.	 Las	 secuencias	 se	 filtraron,	 se	dividieron	 en	 contigs	 y	 se	 compararon	 con	 la	 base	 de	 datos	 GenBank	 utilizando	 BLASTn	(NCBI).	Para	evaluar	la	importancia	de	la	interacción	se	asignó	un	índice	de	confianza	a	cada	ligando	identificada.	Una	interacción	se	considera	de	alta	confianza	cuando	se	han	observado	uniones	positivas	en	al	menos	dos	evaluaciones	independientes,	o	cuando	se	han	identificado	interacciones	en	un	mismo	ensayo	con	varios	fragmentos	solapantes	de	la	proteína	“ligando”.	Una	 interacción	 se	 considera	 de	 confianza	 moderada	 cuando	 en	 todas	 las	 evaluaciones	realizadas	la	interacción	se	ha	observado	al	menos	una	vez.	Por	el	contrario,	se	considera	una	interacción	 de	 baja	 confianza	 si	 participa	 en	 ella	 una	 proteína	 “ligando”	 con	motivos	 de	interacción	muy	promiscuos	y	que,	por	tanto,	interacciona	con	un	alto	número	de	proteínas	celulares	sin	mostrar	especificidad	(Formstecher	y	col.,	2005).		
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9.2.	Doble	híbrido	de	levadura	para	estudiar	la	interacción	de	los	PBMs	de	SARS-CoV	y	
MERS-CoV	con	el	PDZoma	humano	Para	realizar	estos	ensayos	me	trasladé	temporalmente	al	 laboratorio	de	Jean-Paul	Borg	y	Pascale	Zimmermann	en	el	Centre	de	Recherche	en	Cancérologie	de	Marseiille,	en	Marsella.	Como	 captura	 se	 utilizaron	 péptidos	 compuestos	 por	 los	 últimos	 15	 aminoácidos	 de	 las	proteínas	E	y	3a	de	SARS-CoV	y	de	las	proteínas	E	y	5	de	MERS-CoV	que	incluían	sus	PBMs.	Como	control	negativo,	se	utilizaron	estos	mismos	péptidos	sin	los	últimos	tres	aminoácidos	ya	que	son	clave	para	la	actividad	de	los	PBMs.	Cada	uno	de	estos	capturas	se	introdujeron	en	 el	 vector	 de	 expresión	 del	 doble	 híbrido	 de	 levadura	 pGBT9.	 Con	 este	 plásmido	 se	transformaron	levaduras	de	la	cepa	AH109	proporcionándoles	la	capacidad	de	crecer	en	un	medio	sin	triptófano.	Como	ligando,	se	utilizó	una	librería	compuesta	por	los	266	dominios	PDZ	humanos	descritos	o	PDZoma	humano	(Belotti	y	col.,	2013a).	También	se	utilizaron	44	construcciones	 de	 los	 dominios	 PDZ	 que	 se	 encuentran	 en	 tándem	 dentro	 de	 la	 misma	proteína	a	menos	de	15	aminoácidos	de	distancia,	dado	que	se	ha	sugerido	que	estos	dos	dominios	PDZ	situados	tan	próximos	podrían	funcionar	como	un	único	dominio	(Luck	y	col.,	2012).		Cada	uno	de	estos	dominios	se	introdujo	en	el	vector	de	expresión	del	doble	híbrido	de	 levadura	 pACT2	 y	 se	 utilizaron	 para	 transformar	 levaduras	 de	 la	 cepa	 Y187	proporcionándoles	 la	 capacidad	 de	 crecer	 en	 un	 medio	 sin	 leucina.	 Estas	 levaduras	 se	aparearon	 con	 levaduras	 AH109	 transformadas	 previamente	 con	 los	 capturas.	 Las	interacciones	positivas	entre	los	PBMs	virales	y	PDZ	celulares	se	identificaron	seleccionando	las	levaduras	en	un	medio	sin	leucina,	triptófano	e	histidina	tal	y	como	se	detalla	en	(Belotti	y	col.,	2013b).	







1.	 RELEVANCIA	 DE	 LAS	 VIROPORINAS	 DEL	 SARS-CoV	 EN	 SU	 REPLICACIÓN	 Y	
PATOGENICIDAD	
1.1	 Rescate,	 caracterización	 y	 crecimiento	 de	mutantes	 de	 deleción	 del	 SARS-CoVs	
para	cada	una	de	sus	viroporinas	Para	analizar	la	relevancia	de	las	viroporinas	del	SARS-CoV	en	replicación	y	patogénesis	viral,	se	 generaron	 tres	 virus	 recombinantes	 que	 tenían	 delecionadas	 cada	 una	 de	 estas	viroporinas:	rSARS-CoV-ΔE	(ΔE),	rSARS-CoV-Δ3a	(Δ3a)	y	rSARS-CoV-Δ8a	(Δ8a).	Se	partió	de	un	virus	con	el	genoma	de	SARS-CoV	adaptado	a	crecer	en	ratón	(MA15),	dado	que	se	ha	demostrado	 que	 la	 infección	 de	 ratones	 convencionales	 con	 el	 virus	 SARS-CoV-MA15	reproduce	fielmente	los	síntomas	de	la	enfermedad	humana	(Fett	y	col.,	2013;	Roberts	y	col.,	2007).	Los	virus	mutantes	se	rescataron	eficientemente,	se	clonaron	tres	veces	y	se	confirmó	que	su	secuencia	era	la	esperada	(datos	no	mostrados).	Para	 analizar	 la	 relevancia	 de	 las	 proteínas	 E,	 3a	 y	 8a,	 en	 la	producción	de	 virus,	 se	estudiaron	las	cinéticas	de	crecimiento	de	los	mutantes	de	deleción	en	células	Vero	E6	de	mono	(Figura	7A).	Los	mutantes	ΔE	y	Δ3a	alcanzaron	un	título	viral	inferior	al	virus	parental	que	en	el	caso	del	mutante	ΔE	fue	100	veces	menor	al	virus	wt	(cerca	de	8	×	105	pfu/mL)	mientras	que	los	del	Δ3a	tan	sólo	decrecieron	ligeramente	(3	×	107	pfu/mL).		Estos	resultados	sugieren	que	las	proteínas	E	y	3a	son	necesarias	para	una	replicación	óptima	del	virus	en	cultivos	 celulares.	 Por	 el	 contrario,	 no	 se	 observaron	 diferencias	 significativas	 en	 la	producción	viral	entre	el	virus	parental	y	el	mutante	Δ8a	(9	×	107	pfu/ml).		La	contribución	de	cada	una	de	estas	viroporinas	a	la	producción	viral	también	se	analizó	




Figura	7.	Cinéticas	de	crecimiento	de	mutantes	de	deleción	de	las	viroporinas	SARS-CoV.	(A)	Se	infectaron	células	Vero	E6	subconfluentes	con	los	SARS-CoV	silvestre	(wt)	(círculos	negros)	y	con	los	mutantes	de	deleción	generados	mediante	ingeniería	genética	ΔE	(cuadrados	azules),	Δ3a	(círculos	rojos)	and	Δ8a	(rombos	verdes),	a	una	mdi	de	0.001.	Se	recogieron	los	sobrenadantes	a	4,	24,	48	y	72	horas	después	de	la	infección	y	se	titularon	por	el	método	de	formación	de	placas	de	lisis.	Las	barras	de	error	 representan	 la	desviación	estándar	de	 los	 títulos	obtenidos	al	 repetir	el	experimento	 tres	veces.	 (B)	 Se	 infectaron	 grupos	 de	 seis	 ratones	BALB/c	 de	 16	 semanas	 con	100000	ufp	 del	 virus	parental	(wt,	columnas	negras),	o	los	mutantes	de	deleción	generados	por	ingeniería	genética	carentes	de	proteína	E	(ΔE,	columnas	azules),	proteína	3a	(Δ3a,	columnas	rojas)	o	proteína	8a	(Δ8a,	columnas	verdes).	A	los	días	2	y	4	después	de	la	infección	se	sacrificaron	tres	ratones	de	cada	grupo	para	calcular	el	 título	 viral	 en	 pulmón.	 Las	 barras	 de	 error	 representan	 la	 desviación	 estándar	 de	 los	 títulos	obtenidos	en	 los	pulmones	de	 los	3	 ratones	utilizados	por	cada	condición	experimental.	Los	datos	estadísticamente	 significativos	 están	 representados	 con	 asteriscos	 según	 el	 p-valor	 obtenido	en	 el	análisis	de	la	t	de	Student:	*,	P	valor	<	0.1;	**.	P	valor	<0.01;	***.	P	valor	<0.001.		Curiosamente,	 la	 disminución	 en	 títulos	 virales	 que	 mostró	 el	 mutante	 ∆3a	 fue	 más	significativa	in	vivo	que	en	cultivos	celulares.	Estos	resultados	confirman	la	relevancia	de	las	proteínas	E	y	3a	en	la	replicación	viral	in	vivo.	
1.2	Relevancia	de	las	viroporinas	del	SARS-CoV	en	patogénesis	en	el	modelo	de	ratón	
Balb/c	Para	analizar	la	contribución	de	las	viroporinas	3a,	E	y	8a	a	la	virulencia	del	SARS-CoV,	se	inocularon	 intranasalmente	 ratones	 BALB/c	 con	 el	 virus	 parental	 o	 con	 cada	 uno	 de	 los	mutantes	 de	 deleción	 de	 estas	 proteínas.	 A	 continuación,	 los	 animales	 se	monitorizaron	diariamente	 durante	 10	 días	 (Figura	 8).	 Los	 ratones	 infectados	 con	 los	 mutantes	 que	carecían	de	las	proteínas	E	o	3a	se	recuperaron	de	la	infección	con	un	100%	de	supervivencia.	Sin	 embargo,	 los	 ratones	 infectados	 con	 el	 virus	 parental	 y	 el	 mutante	 Δ8a	 mostraron	síntomas	de	enfermedad,	tales	como	una	movilidad	reducida,	 la	presencia	de	pelo	erizado	
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(datos	no	mostrados)	o	la	pérdida	de	peso	dos	días	después	de	la	inoculación.	Además,	los	ratones	infectados	con	el	virus	parental	y	el	mutante	Δ8a	murieron	a	causa	de	la	infección	entre	los	días	4	y	6,	indicando	que	las	proteínas	E	y	3a	son	un	factor	determinante	del	fenotipo	virulento.	Para	estudiar	con	más	detalle	la	patología	inducida	por	estos	virus,	se	obtuvieron	microsecciones	de	pulmón	de	ratones	infectados	con	el	virus	parental	o	con	los	mutantes	de	deleción	 a	 días	 2	 y	 4	 después	 de	 la	 inoculación.	 Las	 muestras	 se	 tiñeron	 mediante	hematoxilina	 y	 eosina	 y	 se	 analizaron	 los	 cambios	 histopatológicos.	 En	 los	 animales	infectados	con	los	virus	letales	(parental	y	Δ8a),	se	detectó	un	engrosamiento	de	los	epitelios	alveolares,	presencia	de	infiltraciones	leucocitarias	en	las	zonas	infectadas	y	acumulación	de	edema		a	los	dos	tiempos	evaluados	(Figura	9).	Por	otro	lado,	los	animales	infectados	con	los	virus	atenuados	(ΔE	y	Δ3a),	presentaron	las	vías	aéreas	despejadas	y	tan	sólo	se	observó	una	presencia	 limitada	de	 infiltrados	 leucocitarios	en	el	caso	del	 los	ratones	 infectados	por	el	mutante	Δ3a.	
	












en	membranas	lipídicas	artificiales	La	actividad	CI	de	la	proteína	E	del	SARS-CoV	juega	un	papel	en	la	replicación	y	patogenicidad	viral	(Nieto-Torres	y	col.,	2014).	Sin	embargo,	la	relevancia	de	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	no	se	había	estudiado.	Por	ello	se	caracterizó	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	en	bicapas	lipídicas	artificiales.	Se	utilizó	este	sistema	porque	es	lo	suficientemente	sensible	para	captar	la	corriente	eléctrica	de	un	solo	canal	 iónico	(Bezrukov	y	Vodyanoy,	1993).	Se	generó	un	baculovirus	 que	 expresaba	 la	 proteína	 3a	 fusionada	 a	 diez	 residuos	 de	 histidina	 en	 su	extremo	carboxilo	 terminal.	La	proteína	se	produjo	en	células	de	 insecto	Sf9	y	se	purificó	mediante	 cromatografía	 de	 afinidad	 utilizando	 una	 resina	 con	 base	 de	 cobalto	 (GE-Biosciences).	La	conductancia	de	la	proteína	3a	purificada	se	evaluó	en	la	presencia	de	KCl	en	 bicapas	 lipídicas	 artificiales	 compuestas	 de	 una	 mezcla	 de	 lípidos	 biológicamente	relevante	 de	 DOPC:DOPS:DOPE	 (dioleoil	 fosfatidilcolina/dioleoil	 fosfatidilserina/dioleoil	fosfatidiletanolamina)	en	proporción	3:1:1	(w/w),	y	se	observó	el	salto	de	intensidad	más	abundante,	 cercano	 a	 16	 pA	 (Figura	 10A).	 También	 se	 observaron	 saltos	 de	 intensidad	formados	por	el	ensamblamiento	simultáneo	de	dos	o	tres	canales	iónicos,	aunque	con	mucha	menor	 frecuencia	 (Figura	10B).	 Para	 estudiar	 si	 el	 CI	 de	 la	proteína	3a	del	 SARS-CoV	 se	comporta	 como	 un	 CI	 regulado	 por	 voltaje,	 se	 midió	 su	 actividad	 en	 bicapas	 lipídicas	artificiales	a	distintas	diferencias	de	potencial	en	presencia	de	cationes	monovalentes	(NaCl)	o	divalentes	(CaCl2)	(Figura	10C).	En	todos	los	casos	se	observó	una	relación	lineal	entre	intensidad	 y	 voltaje	 y	 el	 canal	 mostró	 propiedades	 de	 transporte	 simétricas	 cuando	 se	aplicaron	diferencias	de	potencial	positivas	o	negativas.	Estos	resultados	indicaron	que	el	CI	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	no	se	abre	o	cierra	según	la	diferencia	de	potencial	aplicada,	sino	que	conduce	los	iones	de	forma	proporcional	a	la	diferencia	de	potencial.	Por	tanto,	es	un	canal	que	está	abierto	independientemente	del	voltaje	aplicado.	El	potencial	de	reversión	(Erev)	de	un	ión	se	define	como	el	voltaje	aplicado	necesario	para	que	la	corriente	eléctrica	total	sea	0	cuando	hay	un	gradiente	de	concentración	de	dicho	ión	a	ambos	lados	de	 la	membrana.	El	Erev	 sirve	para	cuantificar	la	selectividad	 iónica	del	canal.	El	signo	positivo	o	negativo	del	Erev	proporciona	una	estimación	de	la	selectividad	del	canal	 informando	 de	 su	 preferencia	por	 cationes	o	 aniones.	 (Aguilella	 y	 col.,	 2011;	Hille,	2001).	Mediante	una	comparación	entre	el	Erev	medido	y	el	Erev	teórico	que	se	obtendría	en	un	poro	neutro,	es	decir,	debido	tan	sólo	a	las	movilidades	intrínsecas	de	cationes	y	aniones,	
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es	 posible	 deducir	 la	 selectividad	 del	 canal	 iónico.	 El	 Erev	 teórico	 se	 calcula	 utilizando	 la	ecuación	de	Goldman-Hodgkin-Katz	(GHK)	(Hodgkin	y	Katz,	1949)	reemplazando	la	relación	de	permeabilidades	P+/P-	por	la	del	coeficiente	de	difusión	D+/D-	(Hodgkin	y	Katz,	1949).	
	
Figura	 10.	 Caracterización	 de	 la	 actividad	 canal	 iónico	 de	 la	 proteína	 3a	 del	 SARS-CoV.	 (A)	Registro	de	la	actividad	de	un	solo	canal	iónico	de	la	proteína	3a.	(B)	Histograma	de	intensidades	de	los	saltos	de	corriente	detectados	para	la	proteína	3a	a	+100mV	en	500mM	KCl	compuesto	por	valores	de	201	eventos	registrados.	(C)	La	proteína	3a	mostró	relaciones	voltaje	(V)/intensidad	(I)	lineales	tanto	en	soluciones	de	500/50	mM	NaCl	 (cuadrados	rojos)	como	de	500/50	mM	CaCl2	 (triángulos	azules).	Cada	punto	de	las	gráficas	I-V	representa	la	media	de	al	menos	tres	experimentos.	Las	barras	de	error,	que	determinaban	las	desviaciones	estándar,	fueron	inferiores	al	tamaño	de	los	símbolos.	Los	valores	experimentales	se	ajustaron	a	una	línea	definida	mediante	regresión	lineal.			
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Un	Erev	 experimental	mayor	que	 el	 teórico	 implica	una	preferencia	por	 aniones.	 Si	 el	 Erev	medido	es	menor	que	el	teórico	la	preferencia	es	por	cationes.	En	cambio,	si	el	Erev	medido	es	igual	al	teórico	indica	que	el	canal	no	tiene	preferencia	por	la	carga	del	ión.	En	el	caso	del	CI	de	 la	 proteína	 3a	 se	 observó	 una	 baja	 preferencia	 por	 cationes	 en	 presencia	 de	 iones	monovalentes	(sodio	y	potasio).	Sin	embargo,	en	presencia	Ca2+	la	proteína	3a	se	comportó	como	un	canal	neutro	sin	ninguna	preferencia	por	cationes	o	aniones	(Tabla	IV).	En	conjunto,	estos	resultados	mostraron	que	el	canal	iónico	de	la	proteína	3a	conduce	al	menos	iones	de	Na+,	K+	y	Ca++.		
Tabla	IV.	Potencial	de	reversion	(Erev)	de	la	proteína	3a	en	experimentos	en	soluciones	
de	500/50mM	Iones	 Erev	experimental	(mV)	 Erev	teórico*	(mV)	NaCl	 -19.1	±	14.8	 +8.86	KCl	 -13.0	±	4.0	 +0.73	CaCl2	 +18.8	±	6.0	 +20.3	Los	valores	de	Erev	mostrados	son	la	media	de	al	menos	7	experimentos	independientes.	
*Valor	teórico	para	un	poro	neutro.	
2.2	Identificación	de	aminoácidos	esenciales	para	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	Para	poder	eliminar	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	fue	necesario	identificar	primero	los	aminoácidos	implicados	en	dicha	actividad.	Para	ello,	se	generó	un	conjunto	de	baculovirus	recombinantes	que	expresaban	los	mutantes	de	la	proteína	3a.	Se	sustituyeron	los	 aminoácidos	 que	 estaban	 orientados	 hacia	 el	 lumen	 del	 poro,	 según	 los	 modelos	estructurales	propuestos,		dado	que	el	cambio	de	los	mismos	podía	afectar	a	la	actividad	CI	con	un	mínimo	impacto	en	su	estructura	tridimensional.	Para	seleccionar	los	aminoácidos	potencialmente	orientados	hacia	el	lumen	del	poro	se	utilizaron	modelos	in	silico	dado	que	no	se	ha	descrito	experimentalmente	la	estructura	de	la	proteína	3a	(Hsu	y	Fischer,	2012;	Kruger	y	Fischer,	2009).	Como	esta	proteína	tiene	tres	dominios	transmembranas	(DTMs)	se	generaron	 baculovirus	 que	 introducían	 sustituciones	 a	 alanina	 que	 afectaban	 a	 varios	residuos	 de	 cada	 DTM,	 tentativamente	 expuestos	 al	 lumen	 del	 poro.	 Estos	 mutantes	afectaban	a	uno	(DTM1-,	DTM2-,	DTM3-),	o	dos	DTMs	(DTM[2,3]-)	(Tabla	V).		El	mutante	DTM[2,3]-	se	construyó	porque	según	los	modelos	in	silico,	era	probable	que	la	actividad	canal	iónico	residiese	en	los	DTM	2	y	3	(Hsu	y	Fischer,	2012;	Kruger	y	Fischer,	2009).	Las	proteínas	3a	mutantes	se	produjeron	en	células	de	 insecto,	 se	purificaron	y	su	actividad	canal	iónico	se	evaluó	en	membranas	lipídicas	artificiales	(Figura	11).	El	mutante	
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DTM1-	 mostró	 actividad	 CI	 al	 contrario	 que	 los	 mutantes	 DTM2-,	 DTM3-	 y	 DTM[2,3]-,	confirmando	 la	 importancia	de	 los	 DTMs	 2	 y	3	 prevista	por	 los	modelos	 in	 silico	 (Hsu	 y	Fischer,	2012;	Kruger	y	Fischer,	2009).		
	
Tabla	V.	Mutaciones	en	el	canal	iónico	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV		 	 Mutante	 	 Mutaciones	DTM1-	 S40A,	S58A	DTM2-	 Y91A,	H93A	DTM3-	 Y109A,	Y113A,	Q116A	DTM[2,3]-	 Y91A,	H93A,	Y109A,	Y113A,	Q116A		
	




3.	 RELEVANCIA	 DE	 LA	 ACTIVIDAD	 CI	 DE	 LA	 PROTEÍNA	 3a	 DEL	 SARS-CoV	 EN	 LA	
REPLICACIÓN	Y	PATOGENICIDAD	VIRAL		
3.1	Rescate,	caracterización	y	crecimiento	de	mutantes	defectivos	en	la	actividad	IC	de	





causa	en	ratones	BALB/c	Se	 estudió	 el	 requerimiento	 de	 la	 actividad	 CI	 de	 la	 proteína	 3a	 del	 SARS-CoV	 en	 dos	experimentos	independientes.	En	el	primero,	ratones	BALB/c	fueron	inoculados	con	el	virus	parental	 rSARS-CoV-MA15	 como	 control	 virulento,	 rSARS-CoV-MA15-Δ3a	 como	 control	atenuado	y	los	mutantes	rSARS-CoV	3a-DTM	(Figura	12A).	
	
Figura	12.	Cinéticas	de	crecimiento	de	mutantes	enfocados	en	la	actividad	canal	iónico	de	la	
proteína	3a.	(A)	Se	infectaron	células	Vero	E6	subconfluentes	con	los	SARS-CoV	silvestre	(wt)	(l)	y	con	los	mutantes	de	la	proteína	3a	generados	mediante	ingeniería	genética	afectando	a	los	dominios	transmembrana	TMD1	 (TMD1-,	 círculos	 verde	claro),	 TMD2	 (TMD2-,	 triángulos	 azul	 claro),	 TMD3	
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Figura	13.	Patogénesis	 inducida	por	mutantes	que	 afectan	a	 la	actividad	 canal	 iónico	de	 la	






unión	a	dominios	PDZ	en	la	proteína	3a	El	PBM	de	la	proteína	E	del	SARS-CoV	es	un	factor	de	virulencia	que	al	unirse	a	la	proteína	celular	 Sintenina	 causa	 la	 activación	 de	 la	 MAPK	 p38,	 lo	 que	 causa	 la	 sobrexpresión	 de	citoquinas	proinflamatorias	que	causan	la	muerte	del	hospedador	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014).	 Sin	 embargo,	 la	 relevancia	 del	 PBM	 de	 la	 proteína	 3a	 en	 replicación	 y	 virulencia	todavía	no	se	ha	estudiado.	Para	determinar	su	actividad,	se	generó	un	virus	sin	el	PBM	de	la	proteína	3a	(3aPBM-).	Dado	que	la	secuencia	de	nucleótidos	del	gen	3a	solapa	parcialmente	con	 la	del	gen	3b,	 los	 cuatro	aminoácidos	 finales	de	 la	proteína,	 que	 forman	 la	 secuencia	principal	del	PBM	(SVPL)	fueron	sustituidos	introduciendo	mutaciones	silenciosas	para	el	gen	de	la	proteína	3b.	Los	nucleótidos	que	codificaban	estos	aminoácidos	se	seleccionaron	cuidadosamente	 de	 forma	 que	 la	 proteína	 3b	 mantuviese	 su	 secuencia	 de	 aminoácidos	intacta	 y	 el	 PBM	 de	 la	 proteína	 3a	 quedase	 eliminado	 (GMSM).	 Para	 introducir	 estas	mutaciones	se	utilizó	la	secuencia	del	SARS-CoV	adaptado	al	crecimiento	en	ratón	(MA15).		Los	 virus	 mutantes	 se	 rescataron	 eficientemente,	 se	 clonaron	 y	 se	 confirmó	 que	 su	secuencia	era	la	esperada	(datos	no	mostrados).	Primero,	se	estudió	el	crecimiento	viral	en	células	VeroE6	infectadas	con	el	mutante	observando	que	alcanzaba	títulos	virales	similares	al	virus	silvestre	(5	×	107	ufp/ml)	(Figura	14).	A	continuación,	se	estudió	el	crecimiento	del	virus	 en	 ratones	BALB/c	 examinando	 los	 títulos	del	mismo	en	 los	pulmones	 a	2	 y	4	días	después	de	la	infección	observándose	para	el	virus	mutante	títulos	similares	a	los	del	virus	nativo	(cerca	de	5	×	107	ufp/g	de	tejido	pulmonar	a	día	2,	y	4	×	106	ufp/g	a	día	4)	(Figura	14).	Ello	indicó	que	la	replicación	del	SARS-CoV	en	cultivos	celulares	y	también	en	el	pulmón	del	ratón,	era	independiente	de	la	presencia	de	un	motivo	PBM	en	la	proteína	3a.	
4.2	Influencia	del	PBM	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	en	su	patogenicidad	en	ratones	
BALB/c	Para	estudiar	la	relevancia	del	PBM	de	la	proteína	3a	en	la	virulencia	del	SARS-CoV,	ratones	BALB/c	se	inocularon	intranasalmente	con	el	virus	parental	rSARS-CoV-MA15	como	control	virulento,	 rSARS-CoV-MA15-Δ3a	 como	 control	 atenuado	 y	 el	mutante	 rSARS-CoV-3aPBM-	(Figura	15).	Al	examinar	los	síntomas	clínicos	y	la	supervivencia	de	los	ratones	se	observó	que	todos	ellos	mostraron	síntomas	de	infección	a	partir	del	día	2	después	de	la	infección.	Tanto	los	ratones	inoculados	con	el	virus	parental	como	los	infectados	con	el	mutante	rSARS-CoV-3aPBM-	fallecieron	8	días	después	de	la	infección,	con	signos	severos	de	la	enfermedad.	
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Por	el	contrario,	la	totalidad	de	los	ratones	infectados	con	el	control	atenuado	rSARS-CoV-MA15-Δ3a	 sobrevivieron.	No	 se	 encontraron	mutaciones	 compensatorias	 al	 secuenciar	 el	virus	3aPBM-	aislado	de	pulmones	de	ratones	infectados,	indicando	que	el	motivo	PBM	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	no	estaba	implicado	en	virulencia,	en	contraste	con	el	motivo	PBM	de	la	proteína	E.	
	
Figura	14.	 Cinéticas	de	crecimiento	del	mutante	desprovisto	del	PBM	de	 la	proteína	3a	del	
SARS-CoV.	(A)	Se	infectaron	células	Vero	E6	subconfluentes	con	los	SARS-CoV	silvestre	(wt)	(círculos	negros)	y	con	los	mutantes	generados	mediante	ingeniería	genética	Δ3a	(círculos	verdes)	y	3a-PBM-	(rombos	rojos)	a	una	mdi	de	0.001.	Se	recogieron	los	sobrenadantes	a	4,	24,	48	y	72	horas	después	de	la	 infección	 y	 se	 titularon	 por	 el	 método	 de	 formación	 de	 placas	 de	 lisis.	 Las	 barras	 de	 error	representan	la	desviación	estándar	de	los	títulos	obtenidos	al	repetir	el	experimento	tres	veces.	(B)	Se	infectaron	 grupos	 de	 seis	 ratones	BALB/c	 de	 16	 semanas	 con	100000	ufp	 del	 virus	 parental	 (wt,	columnas	negras),	o	el	mutante	3a-PBM-	(columnas	rojas).	A	los	días	2	y	4	después	de	la	infección,	se	sacrificaron	tres	ratones	de	cada	grupo	y	se	determinó	el	título	viral	en	sus	pulmones.	Las	barras	de	error	representan	la	desviación	estándar	de	los	títulos	obtenidos	en	pulmones	en	cada	variable.		
5.	REQUERIMIENTO	SIMULTÁNEO	DE	LAS	VIROPORINAS	DEL	SARS-CoV	Para	estudiar	la	interdependencia	entre	las	viroporinas	del	SARS-CoV,	se	generó	un	conjunto	de	mutantes	de	deleción	combinando	deleciones	de	una,	dos	o	tres	viroporinas	(Tabla	VI).	Todos	 los	 virus	 se	 rescataron	 eficientemente	 a	 excepción	 de	 los	 virus	 que	 carecían	simultáneamente	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 (rSARS-CoV-MA15-Δ[3a,	 E]	 y	 el	 triple	mutante	rSARS-CoV-MA15-Δ[3a,	 E,	 8a]).	 El	 virus	 ∆E	 y	 los	dobles	mutantes	 de	deleción	 Δ[3a,8a]	 y	Δ[E,8a]	mostraron	 títulos	significativamente	menores	 (1	×	106,	 2	×	106	 y	6	×	105	ufp/ml,	respectivamente)	a	los	infectados	con	virus	nativo,	Δ3a	y	Δ8a.		Asimismo,	cualquiera	de	los	virus	 viables	 carentes	 de	 las	 proteínas	 E	 o	 3a	 mostraron	 un	 tamaño	 de	 placa	
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significativamente	menor	 al	 resto.	 	 Estos	 resultados	mostraron	 que	 al	menos	 una	 de	 las	proteínas	E	o	3a	tienen	que	estar	presentes	para	que	el	virus	sea	viable,	indicando	que	existe	una	redundancia	entre	ambas	proteínas.	
	
Figura	15.	Patogénesis	 inducida	por	el	mutante	sin	 el	PBM	de	 la	proteína	3a	del	SARS-CoV.	Grupos	de	cinco	ratones	de	16	semanas	de	edad	se	inocularon	con	100000	ufp	del	virus	parental	(WT,	círculos	negros),	o	con	los	mutantes	generados	mediante	genética	reversa:	Δ3a	(círculos	verdes)	y	3a-PBM-(rombos	 rojos).	 Como	 control,	 un	 grupo	 de	 ratones	 se	 inoculó	 con	 PBS	 (círculos	 grises).	 Se	determinó	la	pérdida	de	peso	media	en	cada	grupo	(gráfica	de	la	izquierda)	y	la	supervivencia	(gráfica	de	la	derecha)	durante	10	días.	Las	barras	de	error	representan	la	desviación	estándar	del	peso	de	los	ratones	en	cada	condición	experimental.	
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Figura	 16.	 Análisis	 de	 la	 localización	 de	 la	 proteína	 3a	 con	 la	 proteína	 E	 y	 en	 reservorios	
subcelulares	de	calcio	mediante	inmunofluorescencia.	Se	inocularon	células	Vero	E6	con	SARS-CoV	con	una	mdi	de	0.3.	Las	células	se	fijaron	con	paraformaldehído	al	4%	a	las	24	horas	después	de	la	 infección.	 Se	 realizaron	 dobles	marcajes	 utilizando	 anticuerpos	 específicos	 para	 la	 proteína	 3a	(verde)	 junto	 con	 anticuerpos	 para	 (A)	 la	 proteína	 E	 (rojo)	 o	 (B)	 específicos	 para	 PDI	 (retículo	endoplasmático),	 58K	 (Golgi)	 o	aconitasa	 2	 (mitocondria)	 (rojo).	Los	 núcleos	 se	 tiñeron	 con	DAPI	(azul).	SP	indica	la	superposición	de	los	canales	verde,	rojo	y	azul.	
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Tabla	VII.	Análisis	de	la	colocalización	mediante	el	Coeficiente	de	Pearson	Colocalización	entre	 Coeficiente	de	Pearson	Proteína	3a	&proteína	E		 0.24	Proteína	3a	&	retículo	endoplásmico	 0.16	Proteína	3a	&	Golgi	 0.17	Proteína	3a	&	mitocondria	 																-0.01	Proteína	3a	&	membrana	plasmática	 0.04	Proteína	3a	&	endosomas	tempranos	 0.07	Proteína	3a	&	endosomas	tardíos	 0.47	Proteína	3a	&	lisosomas	 																-0.02		En	todos	los	casos	el	coeficiente	de	Pearson	fue	menor	a	0.6	(Tabla	VII).	La	proteína	3a	no	se	encontró	en	ninguno	de	los	principales	reservorios	de	calcio	sugiriendo	que	la	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	3a	no	está	implicada	en	virulencia	porque	al	no	estar	en	ninguno	de	estos	compartimentos,	no	aumentaría	los	niveles	de	calcio	en	el	citosol	como	hace	la	proteína	E.	
5.2	 Identificación	 de	motivos	 potencialmente	 responsables	 de	 la	 complementación	
entre	las	proteínas	E	y	3a		La	identificación	del	dominio	responsable	de	la	complementación	entre	las	proteínas	E	y	3a	contribuirá	a	un	mejor	conocimiento	de	cómo	actúan	ambas	viroporinas.	Tanto	la	proteína	E	como	la	3a	comparten	dos	dominios	funcionales:	el	canal	iónico,	localizado	en	sus	DTMs,	y	el	PBM	en	su	dominio	carboxilo	terminal	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2014).	Para	estudiar	qué	dominio	es	responsable	de	esta	complementación,	se	generó	un	conjunto	de	mutantes	con	la	proteína	3a	delecionada,	con	proteínas	E	que	contenían	distintas	sustituciones	 o	 deleciones	 a	 lo	 largo	 de	 su	 secuencia	 (Figura	 18).	 Estas	 mutaciones	consistían	en:	(i)	Sustituciones	por	alanina	en	el	dominio	amino-terminal	(rSARS-CoV-MA15-[Δ3a,EΔ1]),	(ii)	sustitución	por	alanina	en	el	DTM	suprimiendo	la	actividad	IC	([Δ3a,EN15A])	(Nieto-Torres	 y	 col.,	 2014),	 (iii)	 pequeñas	 deleciones	 a	 lo	 largo	 del	 dominio	 carboxilo	terminal	([Δ3a,EΔ2],	[Δ3a,EΔ3],	[Δ3a,EΔ4],	[Δ3a,EΔ5]	and	[Δ3a,EΔ6]),	(iv)	introducción	de	un	codón	 de	 parada	 localizado	 nueve	 aminoácidos	 antes	 del	 PBM,	 que	 eliminaba	 tanto	 los	aminoácidos	 principales	 del	 PBM	 como	 los	 residuos	 colindantes	 ([Δ3a,EΔPBM]),	 (v)	
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sustitución	 de	 los	 aminoácidos	 principales	 del	 PBM	 suprimiéndolo	 ([Δ3a,EPBM-]),	 (vi)	 o	introduciendo	un	PBM	alternativo	con	una	capacidad	de	unión	a	dominios	PDZ	demostrada	(Jimenez-Guardeño	 y	 col.,	 2014)	 ([Δ3a,EPBM*]).	 La	 viabilidad	 de	 estos	 virus	 se	 analizó	mediante	el	rescate	de	los	respectivos	clones	infectivos.	Para	cada	mutante,	se	rescataron	dos	clones	infectivos	BAC	generados	independientemente	(Figura	18).	
	
Figura	 17.	 Localización	 subcelular	 de	 la	 proteína	 3a	 mediante	 inmunofluorescencia.	 Se	inocularon	células	Vero	E6	con	SARS-CoV	a	una	mdi	de	0.3.	Las	células	se	fijaron	con	paraformaldehído	al	4%	a	las	24	horas	después	de	la	 infección.	Se	realizaron	dobles	marcajes	utilizando	anticuerpos	específicos	 para	 la	 proteína	 3a	 (verde)	 junto	 con	 anticuerpos	 para	 la	 bomba	 Na+/K+	 ATPasa	(membrana	 plasmática),	 rab5	 (endosomas	 tempranos),	 rab7	 (endosomas	 tardíos)	 y	 lamp-1	(lisosomas)	(rojo).	Los	núcleos	se	tiñeron	con	DAPI	(azul).	SP	indica	la	superposición	de	los	canales	verde,	rojo	y	azul.	Las	mutaciones	que	afectaron	al	dominio	amino-terminal	o	a	la	actividad	CI	de	la	proteína	E	no	 influyeron	 en	 la	 viabilidad	 viral,	 indicando	 que	 ninguno	 de	 estos	 dominios	 poseía	 el	
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motivo	 responsable	 de	 la	 complementariedad	 entre	 las	 viroporinas	3a	 y	 E.	 Sin	 embargo,	cuando	el	PBM	de	la	proteína	E	se	suprimió	al	sustituir	sus	aminoácidos	principales,	el	virus	no	se	rescató.	Estos	resultados	se	vieron	reforzados	cuando	se	sustituyó	 la	mutación	que	suprimía	el	PBM	por	un	PBM	activo	alternativo	que	restauró	la	viabilidad	del	virus.	Es	más,	cuando	se	delecionó	el	PBM	de	la	proteína	E	mediante	la	adición	de	un	codón	de	parada,	el	virus	 revertió	 rápidamente	 al	 pasarse	 en	 cultivos	 celulares,	 recobrando	 el	 motivo	 PBM	([Δ3a,E-ΔPBM(rev)]).	Estos	resultados	sugieren	firmemente	el	requerimiento	del	PBM	para	la	viabilidad	del	SARS-CoV	e	indican	que	una	proteína	E	con	un	PBM	funcional	compensa	la	pérdida	de	toda	la	proteína	3a.	Los	títulos	de	los	virus	viables	se	determinaron	después	de	haberse	pasado	una	vez,	mostrando	títulos	marcadamente	menores	para	los	virus	(Δ3a,EΔ1)	y	([Δ3a,E-ΔPBM(rev)]	en	comparación	con	el	virus	∆3a	(Figura	18).	
	
Figura	18.	 Localización	del	 dominio	de	 la	proteína	E	que	 ejerce	 la	 complementación	con	 la	
proteína	3a.	La	viabilidad	de	un	conjunto	de	mutantes	del	SARS-CoV	en	un	fondo	∆3a	e	incluyendo	modificaciones	a	 lo	 largo	del	gen	E	 fue	evaluada	en	células	Vero	E6.	Los	cambios	en	 la	proteína	E	incluían:	Sustituciones	a	alanina	en	el	dominio	N-terminal	(rSARS-CoV-MA15-[Δ3a,EΔ1]);	mutación	puntual	en	el	DTM,	suprimiendo	la	actividad	canal	iónico	([Δ3a,E-N15A]);	pequeñas	deleciones	a	lo	largo	 del	 dominio	 Carboxilo	 terminal	 ([Δ3a,EΔ2],	 [Δ3a,EΔ3],	 [Δ3a,EΔ4],	 [Δ3a,EΔ5]	and	 [Δ3a,EΔ6]);	modificacones	en	el	PBM	([Δ3a,EΔPBM],	[Δ3a,E-PBM-],	[Δ3a,E-PBM*]).	ΔPBM(rev)	es	la	secuencia	del	virus	revertiente	obtenido	tras	crecer	el	mutante	ΔPBM	en	cultivos	celulares.	A	la	derecha	se	muestran	
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los	títulos	de	los	virus	viables	tras	un	primer	pase	y	los	no	rescatados	(NR).	Los	datos	mostrados	son	la	media	y	desviación	estándar	resultado	de	tres	experimentos.			A	continuación,	se	estudió	si	el	PBM	de	la	proteína	3a	era	indispensable	para	la	viabilidad	viral	cuando	faltase	la	proteína	E.	Para	ello	se	generó	un	mutante	en	el	que	se	suprimió	el	PBM	de	la	proteína	3a	eliminando	al	mismo	tiempo	la	proteína	E	completa	([3a-PBM-,ΔE]).	Este	mutante	resultó	no	ser	viable	(Figura	19),	reforzando	la	necesidad	de	al	menos	un	PBM	funcional	para	la	viabilidad	de	un	virus	carente	del	gen	3a	o	E.		Estos	resultados	indican	que	las	 proteínas	 3a	 y	 E	 con	 un	 PBM	 funcional	 se	 complementan	 la	 una	 a	 la	 otra	 y	 que	 esta	complementación	es	crítica	cuando	falta	una	de	las	dos	proteínas.		Para	 analizar	 la	 relevancia	 del	 acortamiento	 de	 la	 proteína,	 se	 construyó	 un	 nuevo	mutante	 en	 el	 que	 la	proteína	3a	 se	hubiese	delecionado	y	 en	 el	 que	 los	 aminoácidos	no	conservados	que	fueron	delecionados	en	el	mutante	EΔ4	se	sutituyeron	por	alanina,	con	el	fin	de	modificar	estos	dominios	manteniendo	la	longitud	original	de	la	proteína	[Δ3a,EΔ4*]	(Figura	20).	El	mutante	fue	viable,	indicando	que	no	había	una	especificidad	de	secuencia	necesaria	para	la	funcionalidad	observada.	Aparentemente,	la	viabilidad	del	virus	requiere	únicamente	la	longitud	original	del	dominio	carboxilo	terminal.	Sin	embargo,	no	se	puede	descartar	 completamente	 un	 posible	 papel	 de	 otros	 dominios	 presentes	 en	 el	 extremo	carboxilo	terminal	de	la	proteína	E.	
	





complementación	con	la	proteína	3a.	La	viabilidad	de	un	mutante	del	SARS-CoV	en	un	fondo	∆3a	e	incluyendo	una	modificación	del	gen	E	rellenando	la	deleción	del	mutante	E∆4	fue	evaluada	en	células	Vero	E6.		Para	profundizar	en	el	estudio	del	papel	de	los	motivos	PBM	de	las	proteínas	E	y	3a	en	la	viabilidad	viral,	se	generó	una	nueva	colección	de	mutantes	en	la	que,	en	contraste	que	en	las	figuras	17	y	18,	las	proteínas	E	y	3a	estaban	presentes	pero	se	eliminó	uno	([3a-PBM-],	[E-PBM-])	o	los	dos	([3a,E]-PBM-)	PBMs	virales.	Los	tres	mutantes	fueron	viables.	Sin	embargo,	los	 títulos	 virales	disminuyeron	10	veces	 cuando	 se	 suprimieron	 los	dos	PBMs	al	mismo	tiempo	en	comparación	con	el	virus	parental	o	con	cada	uno	de	los	mutantes	sin	uno	de	los	dos	PBMs	(Figura	21A).	Además,	cuando	el	PBM	de	la	proteína	E	se	mantenía	intacto,	el	virus	era	altamente	virulento	independientemente	de	la	presencia	del	PBM	de	la	3a	(Figura	21B).	En	contraste,	la	mortalidad	de	los	ratones	infectados	disminuyó	significativamente	cuando	se	 suprimió	 el	 PBM	de	 la	proteína	E,	 sin	 importar	 la	presencia	o	 ausencia	del	PBM	de	 la	proteína	3a.	Estos	resultados	indicaron	que	existe	una	jerarquía	entre	las	proteínas	E	y	3a	y	la	naturaleza	de	sus	PBMs.	
6.	 IDENTIFICACIÓN	 DE	 PROTEÍNAS	 CELULARES	 QUE	 INTERACCIONAN	 CON	 LA	
PROTEÍNA	3a	Se	ha	mostrado	que	la	proteína	3a	está	implicada	en	la	virulencia	y	replicación	del	SARS-CoV,	pero	aún	no	se	ha	identificado	el	mecanismo	específico	mediante	el	que	actúa.	Para	averiguar	este	mecanismo	de	virulencia	se	identificaron	las	proteínas	celulares	que	interaccionan	con	esta	proteína.	Para	ello,	se	utilizó	una	plataforma	de	formación	de	doble	híbrido	de	levadura	(Y2H)	(Hybrigenics,	Francia)	(Figura	22).	El	dominio	carboxilo	terminal	de	la	proteína	3a	se	utilizó	para	la	captura,	analizando	solamente	la	unión	de	los	aminoácidos	133	al	274	de	esta	proteína,	para	evitar	la	inclusión	de	los	dominios	transmembrana,	dado	que	en	este	sistema	podrían	 interferir	 con	 su	 localización	 intracelular	y	 con	 la	unión	a	otras	proteínas.	 Como	ligando,	 se	 utilizó	 una	 librería	 de	 cDNAs	de	 pulmón	 humano	 con	más	de	 10	millones	de	
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fragmentos	 independientes,	 dado	 que	 SARS-CoV	 es	 un	 virus	 respiratorio	 que	 infecta	 a	humanos.	
	
Figura	21.	Virulencia	causada	por	los	mutantes	del	SARS-CoV	que	combinan	la	eliminación	de	





SARS-CoV	 con	 proteínas	 celulares.	 Se	 transformaron	 levaduras	 con	 un	 plásmido	 de	 captura	expresando	 el	 dominio	 de	 unión	 a	 DNA	 de	 GAL4	 fusionado	 al	 dominio	 carboxilo-terminal	 de	 la	proteína	3a	del	SARS-CoV.	Otras	 levaduras	se	 transformaron	con	una	 librería	de	genes	de	pulmón	humano,	cuyos	genes	están	fusionados	al	dominio	activador	de	GAL4.	Ambas	levaduras	se	aparearon.	Si	el	dominio	carboxilo	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV	se	une	a	la	proteína	expresada	por	la	librería	de	pulmón,	se	reconstituirá	GAL4,	dando	lugar	a	la	activación	de	un	gen	marcador	(izquierda).	Si	no	se	da	esta	unión,	el	gen	marcador	no	se	activará	(derecha).		Este	 tipo	de	 ensayo	permite	 identificar	proteínas	que	 se	 asocian	 físicamente	 en	el	medio	intracelular	 y	 está	 basado	 en	 la	 activación	 transcripcional	 de	 genes	 identificables.	 Las	interacciones	que	se	observaron	se	clasificaron	en	función	de	su	confianza.	De	esta	manera,	una	interacción	se	considera	de	alta	confianza	cuando	se	han	observado	uniones	positivas	en	dos	evaluaciones	independientes,	o	cuando	se	han	identificado	interacciones	en	un	mismo	ensayo	 con	 varios	 fragmentos	 solapantes	 de	 la	 proteína	 “ligando”.	 Una	 interacción	 se	considera	de	confianza	moderada	cuando	en	todas	las	evaluaciones	realizadas	la	interacción	se	ha	observado	al	menos	una	vez.	Por	 el	contrario,	 se	considera	una	 interacción	de	baja	confianza	 si	 participa	 en	 ella	 una	 proteína	 “ligando”	 con	 motivos	 de	 interacción	 muy	promiscuos	 y	 que,	 por	 tanto,	 interacciona	 con	 un	alto	 número	 de	 proteínas	 celulares	 sin	mostrar	especificidad	(Formstecher	y	col.,	2005).	Se	identificaron	7	proteínas	con	un	índice	de	confianza	alto	en	la	unión,	39	proteínas	con	un	índice	moderado	y	10	proteínas	en	las	que	el	índice	fue	bajo	(Tabla	VIII).	A	continuación,	se	realizó	una	búsqueda	bibliográfica	de	las	funciones	de	las	7	proteínas	con	las	que	se	obtuvo	una	interacción	de	mayor	confianza,	observándose	que	todas	ellas	influyen	en	la	actividad	de	
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mediadores	de	la	respuesta	inmune	como	NF-kB,	p38	MAPK	o	IFN-β	(Tabla	IX).		La	proteína	3a,	 al	 interaccionar	 con	 estas	 proteínas,	 induciría	un	 desbalance	 de	 la	 respuesta	 inmune	contribuyendo	a	una	excesiva	inflamación	responsable	de	la	patología,	tal	como	se	observó	en	las	infecciones	por	el	SARS-CoV.	
Tabla	VIII.	Proteínas	celulares	que	interaccionan	con	la	proteína	3a	de	SARS-CoV	Nombre	del	gen	 Confianza	de	la	interacción	 	 Nombre	del	gen	 Confianza	de	la	interacción	CSTB	 Alta	 	 PRG4	 Moderada	FN	variant	5	 Alta	 	 RANBP2	 Moderada	MYCBP2	 Alta	 	 RFXDC2	 Moderada	NCOA6	 Alta	 	 RREB1	 Moderada	PIK3C2G	 Alta	 	 SF3A1	 Moderada	KLF10	 Alta	 	 SP140	 Moderada	ZNF518A	 Alta	 	 TBX4	 Moderada	AARSD1	 Moderada	 	 TENC1	 Moderada	ABLIM1	 Moderada	 	 TGFB1/1	 Moderada	ADNP2	 Moderada	 	 ZBTB20	 Moderada	BLZF1	 Moderada	 	 ZFHX3	 Moderada	C3ORF63	 Moderada	 	 ZHX1	 Moderada	CAT	 Moderada	 	 ZYX	 Moderada	CCDC88A	 Moderada	 	 GI:	31873671	 Moderada	COBLL1	 Moderada	 	 GI:	28570306	 Moderada	DLAT	 Moderada	 	 GI:	60391308	 Moderada	EIF3S5	 Moderada	 	 GI:	21743742	 Moderada	FAM82B	 Moderada	 	 GI:	15375167	 Moderada	FLJ39143	 Moderada	 	 COPS5	 Baja	FLNA	 Moderada	 	 DLST	 Baja	HIVEP1	 Moderada	 	 EEF1A1	 Baja	HIVEP3	 Moderada	 	 GMEB1	 Baja	LAMC1	 Moderada	 	 HIVEP2	 Baja	LOC100132247	 Moderada	 	 TAF1	 Baja	LPP	 Moderada	 	 TOX4	 Baja	PDLIM1	 Moderada	 	 ZBTB38	 Baja	PI3KR4	 Moderada	 	 ZNF251	 Baja	POGZ	 Moderada	 	 ZNF350	 Baja	
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7.	IDENTIFICACIÓN	DE	MOTIVOS	PBM	EN	OTRAS	PROTEÍNAS	DE	CoVs	Dada	 la	 importancia	 de	 los	 PBMs	 de	 SARS-CoV	 se	 decidió	 analizar	 la	 secuencia	 de	 las	proteínas	de	CoVs	de	distintos	 géneros	buscando	 secuencias	que	pudiesen	 conformar	un	motivo	PBM	en	 su	 extermo	 carboxilo	 terminal	 en	 la	base	de	datos	Uniprot	 (Tabla	X).	 Se	observó	que	la	mayoría	de	los	CoVs	tienen	como	mínimo	una	proteína	candidata	a	formar	un	PBM	funcional	en	su	carboxilo	terminal.		Se	han	identificado	40	posibles	PBMs	en	32	especies	de	los	cuatro	géneros	de	CoVs.	Se	ha	 observado	 que	 tanto	 SARS-CoV	 como	 MERS-CoV,	 los	 dos	 CoVs	 humanos	 altamente	patogénicos,	tienen	tres	proteínas	con	PBMs	en	su	carboxilo	terminal:	las	proteínas	3a,	E	y	7b	en	el	caso	de	SARS-CoV	y	las	proteínas	5,	E	y	M	en	el	caso	de	MERS-CoV.	De	hecho,	MERS-CoV	es	 el	 único	CoV	humano	en	 el	 que	hemos	 identificado	un	PBM	en	 la	proteina	M.	 Las	proteínas	 E	 y	 5	 del	 MERS-CoV	 son	 homólogas	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 del	 SARS-CoV,	respectivamente,	que	se	han	estudiado	en	esta	tesis	doctoral.		
Tabla	IX.	Relación	potencial	entre	las	proteínas	celulares	que	interaccionan	con	la	
proteína	3a	con	mayor	confiancza	y	la	influencia	sobre	la	patogenicidad	viral	
GEN	 FUNCIONES	RELACIONADAS	CON	LA	PATOGÉNESIS	VIRAL	CSTB	 Inhibe	la	respuesta	celular	a	IFN-β	mediante	su	interacción	con	STAT-1	(Rivera	y	col.,	2016).	FN1	 Implicado	en	el	reconocimiento	de	ciertos	patógenos,	que	lo	utilizan	para	facilitar	su	entrada	en	la	célula	(Chen	y	col.,	2017).	





8.	 IDENTIFICACIÓN	 DE	 PROTEÍNAS	 CELULARES	 CON	 DOMINIOS	 PDZ	 QUE	
INTERACCIONAN	 CON	 LOS	 PBM	 DE	 PROTEÍNAS	 DE	 SARS-CoV	 Y	 MERS-CoV	 EN	 UN	
ENSAYO	DE	Y2H	RESTRINGIDO	AL	PDZOMA	HUMANO	En	este	trabajo	se	ha	comprobado	la	importancia	tanto	en	replicación	como	en	virulencia	de	los	motivos	PBM	presentes	en	las	proteínas	del	SARS-CoV.	Por	ello,	se	ha	realizado	un	estudio	para	identificar	especificamente	las	proteínas	celulares	con	dominios	PDZ	que	interaccionan	con	estas	proteínas	virales.			
Tabla	X.	Distribución	de	PBMs	en	coronavirus	






FIPV	 Felinos	 E	 …AYNPDEAFLV 3a	 …IEEVNSHTVV 7b	 …KINQHHKTEL HCoV-229E	 Humanos	 E	 …DPFPKRVIDF 	NL63	 Humanos	 E	 …APVPAEVLNV 
TGEV	 Cerdos	 														E	cepa	FS772/70																E	cepa	Purdue	 …AYNHDGALLV …AYNPDGALLA 	3a	cepa	FS772/70													3a	cepa	Purdue	 …AYAKLGLSTI  …IEEVNSHIVV PEDV	 Cerdos	 E	 …DPLPSTVIDV PRCV	 Cerdos	 E	 …AYNPDGALLV 
CCoV	 Cánidos	 E	 …AYNPDEALLV 3a	 …IEEVNSHTVV 7a	cepas	BGF10,	Insavc-1						7a	cepa	K378	 …CCHRLLVTLF  …CCYRLLVTLI 7b	 …KISQYQKSEL 
β	










IBV	 Aves	 E	 - 5a	 …LAYTPTQSLV TCoV	 Aves	 E	 - S	 …FSNSVNSSLV 5a	 …LVCTPTQSLV 		SW1		 	 Ballena	beluga	
E		 …PRNSKDGEYV 5c	 …CIGNDAYLGV M	 …KTETEKLYSV ORF9	 …NRKAYGSDEV N	 …GTGDLEWSEA 
	 HKU22	 Delfín	nariz	de	botella	
E	 …PRNSKDGEYV 5c	 …CIGNDAYLGV M	 …KTETEKLYSV NS9	 …NRKAYGSDEV N	 …GTGDLEWSEA 
δ	
HKU15	 Cerdos	 5c	 …CIGNDAYLGV M	 …KTETEKLYSV NS9	 …NRKAYGSDEV ALCoV/GX/	F230/06	 Leopardo		 N	 …AFEIKQESAA NS7	 …RVWLILASWL HKU16	 Aves	 NS6	 …SLQVILEEEI N	 …EIKRDEESTA HKU17	 Aves	 E	 - N	 …AFEIKQESAA HKU18	 Aves	 E	 - N	 …NAFEFKSSDA HKU19	 Aves	 -	 - HKU20	 Aves	 -	 - HKU21	 Aves	 E	 …HQFPRNSFSV NS7a	 …VKRKSLIDSA NS7b	 …SDADISSDDA 	Además	de	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	de	SARS-CoV,	se	han	incluido	en	este	estudio	los	PBMs	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 5	 del	 MERS-CoV,	 otro	 CoV	 humano	 emergente	 que	 causa	patogenicidad	y	que	se	está	diseminando	en	la	actualidad.	Se	decidió	estudiar	el	PBM	de	estas	dos	proteínas	de	MERS-CoV	porque	son	homólogas	a	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 de	 SARS-CoV,	 que	 son	 factores	 de	 virulencia	 tal	 y	 como	 se	 ha	demostrado	en	esta	tesis	doctoral.	Se	analizaron	las	interacciones	de	estos	PBMs	virales	con	los	 dominios	 PDZ	 celulares	 mediante	 un	 ensayo	 de	 Y2H	 más	 restringido	 al	 realizado	anteriormente,	utilizando	como	ligando	cada	uno	de	los	266	dominios	PDZ	conocidos	en	el	genoma	humano.	Asimismo,	 también	se	utilizaron	como	 ligando	44	construcciones	de	 los	dominios	PDZ	que	se	encuentran	en	 tándem	dentro	de	 la	misma	proteína,	a	menos	de	15	aminoácidos	de	distancia,	dado	que	se	ha	sugerido	que	estos	dos	dominios	PDZ	situados	tan	próximos	que	podrían	actuar	como	una	unidad	funcional	(Luck	y	col.,	2012).	Como	captura	
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se	utilizaron	los	15	últimos	aminoácidos	de	cada	una	de	las	proteínas	virales	que	incluían	la	secuencia	del	PBM	más	relevante	 en	 la	unión,	 formada	por	 los	 cuatro	aminoácidos	de	 su	extremo	carboxilo	terminal.	Como	control	negativo	de	la	interacción,	se	utilizaron	los	mismos	péptidos	de	captura	sin	estos	cuatro	aminoácidos.	El	proceso	se	encuentra	detallado	en	la	
Figura	23.		Los	plásmidos	pGBT9	y	pACT2,	con	los	que	se	transformaron	ambas	cepas	de	levadura,	confieren	 la	 capacidad	 de	 crecer	 en	medios	 sin	 triptófano	 y	 leucina,	 respectivamente.	 Si	después	del	apareamiento	 interaccionaban	el	 PBM	y	 el	 PDZ,	 se	 reconstituiría	 el	 factor	de	transcripción	GAL4,	lo	que	llevaría	a	la	expresión	del	gen	HIS3,	permitiendo	que	las	levaduras	crezcan	en	un	medio	sin	histidina.	Por	esta	razón,	después	del	apareamiento	se	crecieron	las	levaduras	en	medio	sin	leucina	y	triptófano	como	control	del	apareamiento	y	en	medio	sin	leucina,	triptófano	e	histidina,	para	comprobar	si	había	unión	entre	los	PBMs	y	los	dominios	PDZs.	Se	muestra	un	ejemplo	de	uno	de	estos	experimentos	en	la	Figura	24.		
	
Figura	23.	Esquema	del	experimento	de	Y2H	para	estudiar	la	interacción	de	los	PBMs	de	SARS-
CoV	y	MERS-CoV	con	los	dominios	PDZ	humanos.	Levaduras	de	la	cepa	AH109	son	transformadas	con	un	pGBT9	expresando	el	dominio	de	unión	a	DNA	de	GAL4	fusionado	al	los	últimos	15	aminoácidos	de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 de	 SARS-CoV	 y	 E	 y	 5	 de	 MERS-CoV.	 Levaduras	 de	 la	 cepa	 Y187	 son	transformadas	con	una	librería	de	todos	los	PDZ	humanos	fusionados	al	dominio	activador	de	GAL4.	Se	aparean	ambas	levaduras.	Si	el	PBM	interacciona	con	el	PDZ	en	cuestión,	se	reconstituirá	GAL4,	dando	lugar	a	la	expresión	de	HIS3	(izquierda),	permitiendo	a	las	levaduras	crecer	en	un	medio	sin	histidina.	Si	por	el	contrario,	no	se	da	esta	unión,	el	gen	HIS3	no	se	expresará	(derecha).	
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Los	ensayos	se	realizaron	por	triplicado	y	se	consideraron	positivas	aquellas	interacciones	identificadas	al	menos	una	vez	en	los	tres	ensayos	realizados	(Tabla	XI).	En	ningún	caso	se	detectaron	interacciones	de	los	PDZ	con	péptidos	de	captura	sin	PBM,	que	se	utilizaron	como	control	negativo.	Para	seleccionar	de	entre	las	proteínas	celulares	con	dominios	PDZ	aquellas	que	 pudieran	 intervenir	 en	 las	 interacciones	 virus-hospedador,	 se	 realizó	 un	 análisis	bibliográfico	detallado	de	cada	una	de	las	proteínas	con	dominios	PDZ	que	interaccionaron	con	los	PBMs	de	MERS-CoV	y	SARS-CoV.	Se	valoró	que	entre	las	funciones	descritas	para	cada	proteína,	 hubiese	 alguna	 potencialmente	 relacionada	 con	 la	 inmunopatología	 que	 causan	estos	dos	CoVs,	asociadas	fundamentalmente	con	la	inflamación	exacerbada	del	pulmón	de	los	ratones	infectados.		
	
Figura	24.	 Ensayo	de	doble	híbrido	de	 levadura	 restringido	 al	PDZoma	humano.	A	modo	de	ejemplo,	se	muestra	un	resultado	representativo	de	estos	ensayos	de	Y2H.	Cada	círculo	(desde	el	A1	hasta	el	E6)	representa	una	colonia	de	levadura	expresando	un	dominio	PDZ	distinto	(los	últimos	53	dominios	de	la	librería).	Se	considera	que	un	PBM	interacciona	con	un	PDZ,	si	se	observa	crecimiento	de	las	colonias	en	el	medio	sin	leucina,	triptófano	e	histidina	(izquierda).	Se	aprecia	crecimiento	de	todas	las	colonias	en	el	medio	sin	leucina	y	triptófano	(derecha)	indicando	que	el	apareamiento	ha	tenido	lugar	correctamente.		Esta	búsqueda	se	realizó	utilizando	las	bases	de	datos	Genecards	y	Genebank,	con	el	fin	de	identificar	las	funciones	principales	de	estos	genes.	Sin	embargo,	en	la	mayoría	de	los	casos,	aparentemente,	 ninguna	 de	 las	 funciones	 principales	 descritas	 para	 cada	 gen	 estaba	relacionada	 con	 la	 inmunopatología,	 por	 lo	 que	 fue	 necesario	 realizar	 una	 búsqueda	
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utilizando	 como	 fuente	 de	 información	 la	 base	 de	 datos	 bibliográfica	 Pubmed,	 que	proporciona	 información	 exhaustiva	 de	 la	mayoría	 de	 los	 genes.	 También	 se	 realizó	 una	búsqueda	 bibliográfica	 para	 comprobar	 si	 se	 hubiese	 descrito	 previamente	 una	 relación	entre	 cada	 una	 de	 estas	 proteínas	 PDZ	 y	 otras	 infecciones	 virales.	 El	 resultado	 de	 esta	prospección	se	ha	resumido	en	la	Tabla	XII.			
Tabla	XI.	Proteínas	celulares	con	dominios	PDZ	que	interaccionan	con	los	PBMs	de	las	












PICK1	 Sinaptogénesis	Localización	de	PKC	Regulación	sistema	inmune7	 No	descrita	APBA1	 Alzheimer	Tráfico	vesicular	 Sobrexpresada	por	tat	de	VIH8	APBA2	 Alzheimer	Tráfico	vesicular	 No	descrita	APBA3	 Alzheimer	Tráfico	vesicular	Activación	NF-κB9	 Ratones	 APBA3-/-	 con	 mejor	 pronóstico	después	de	la	infección	por	el	virus	de	la	gripe9		
DLG1	
Desarrollo	embrionario	Transducción	de	señales	Sinapsis	Proliferación	celular	Activación	de	linfocitos	T10	




• Interacciona	con	el	PBM	de	NS1	del	virus	de	la	gripe	disociando	 las	adhesiones	 celulares	oclusivas14		DLG2	 Sinapsis	 No	descrita	GORASP1	 Estructura	Golgi	Apoptosis	 Su	actividad	está	modificada	por	la	infección	con	HCMV15	GORASP2	 Estructura	Golgi	Activación	de	células	dendríticas16	 No	descrita	GRIP1	 Sinapsis	 No	descrita	GRIP2	 Sinapsis	 Interacciona	con	NS5	de	WNV17	
LNX1	 E3-Ubiquitin-ligasa	Proliferación	celular	Activación	de	células	T18		












• Interacciona	 con	 los	 PBM	 de	 las	 siguientes	proteínas	promoviendo	oncogénesis:	
o E6	de	HPV23		
o E4-ORF1	de	adenovirus24			
• Tiene	 una	 función	 antiviral	 durante	 la	infección	con	Dengue25		PDZD2	 Desarrollo	embrionario	Comunicación	célula-célula	 No	descrita	PSMD9	 Proteasoma	Inmunoproteasoma26	 No	descrita	
SCRIB	 Polaridad	celular	Supresión	de	tumores	Activación	linfocitos	T	Regulación	sistema	inmune27	




• Interacciona	 con	 el	 PBM	 de	 la	 NS5	 de	 TBEV	inhibiendo	la	respuesta	a	interferón31		
• Interacciona	con	el	PBM	de	la	NS1	del	virus	de	la	gripe	 inhibiendo	 la	apoptosis	y	disociando	las	uniones	celulares	oclusivas32		SNTG2	 Sinapsis	neuromuscular	 No	descrita	TJP3	 Uniones	oclusivas	Mitosis	 No	descrita	USH1C	 Cilios	sensoriales	 No	descrita	REFERENCIAS:	 1(Boukerche	 y	 col.,	 2007);	 2(Jimenez-Guardeño	 y	 col.,	 2014);	 3(Grassel	 y	 col.,	 2016);	4(Rider	y	col.,	2018);	5(Sette	y	col.,	2016);	6(Nakai	y	col.,	2000);	7(Zhao	y	col.,	2012);	(Xie	y	col.,	2016);	8(Carvallo	y	col.,	2017);	9(Uematsu	y	col.,	2016);	10(Lasserre	y	col.,	2010);	(Crocetti	y	col.,	2014);	(Kuras	y	col.,	 2012);	 	 11(Marziali	 y	 col.,	 2017);	 12(Kong	 y	 col.,	 2014);	 13(Krishna	 Subbaiah	 y	 col.,	 2012);	14(Golebiewski	 y	 col.,	 2011);	 15(Rebmann	 y	 col.,	 2016);	 16(Stein	 y	 col.,	 2015);	 17(Melik	 y	 col.,	 2012);	18(D'Agostino	y	col.,	2011);	19(Armbruester	y	col.,	2004);	20(Poirson	y	col.,	2017;	Vincentelli	y	col.,	2015);	21(Ebnet	 y	 col.,	 2004;	Hamazaki	 y	 col.,	 2002);	 22(S.	 S.	Lee	 y	col.,	 2000);	 23(Storrs	 y	 Silverstein,	 2007);	24(Latorre	y	col.,	2005);	25(Afroz	y	col.,	2016);	26(Rock	y	Goldberg,	1999);	27(Ludford-Menting	y	col.,	2005;	Zheng	 y	 col.,	 2016);	 28(Thomas	 y	 col.,	 2005);	 29(Arpin-Andre	 y	 Mesnard,	 2007);	 30(Hu	 y	 col.,	 2016);	31(Werme	y	col.,	2008);	32(Golebiewski	y	col.,	2011).		 En	la	Tabla	XII	se	puede	observar	que	hay	candidatos	muy	prometedores	cuya	interacción	con	 los	 PBM	de	 SARS-CoV	 y	MERS-CoV	 podría	 ser	 responsable	 de	 la	 patología	del	 virus,	debido	 a	 que	 causa	 una	 alteración	 de	 la	 respuesta	 inmune.	 Este	 es	 el	 caso	 de	 los	 genes	
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En	esta	tesis	se	realiza	un	estudio	comparativo	de	la	relevancia	en	replicación	y	virulencia	de	las	tres	viroporinas	del	SARS-CoV,	las	proteínas	E,	3a	y	8a.	El	estudio	se	ha	centrado	en	dos	dominios	 funcionales	 relevantes	 en	 patogenicidad	 viral	 que	 hemos	 identificado	 en	 estas	proteínas:	el	 responsable	de	 la	actividad	CI	y	el	motivo	de	unión	a	dominios	PDZ.	En	este	análisis	se	ha	investigado	la	posible	complementariedad	funcional	entre	estas	proteínas	con	motivos	 funcionales	 potencialmente	 redundantes.	 Asimismo,	 se	 han	 identificado	 los	dominios	PDZ	celulares	con	los	que	interaccionan	las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	y	E	y	5	de	MERS-CoV	lo	que	contribuye	a	una	mejor	comprensión	de	las	interacciones	virus-huésped	en	 infecciones	 por	 coronavirus.	 Este	 trabajo	 se	 ha	 basado	 en	 observaciones	 previas	 de	nuestro	laboratorio	que	mostraron	que	la	deleción	del	gen	E	atenuaba	el	SARS-CoV	(DeDiego	y	 col.,	 2011),	 y	que	 tanto	 su	 actividad	 canal	 iónico	 como	 su	motivo	PBM	eran	 factores	de	virulencia	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2014).	Los	resultados	de	estos	estudios	 han	 contribuido	 de	 forma	 significativa	 a	 identificar	 las	 proteínas	 virales	 que	contribuyen	a	la	virulencia	del	SARS-CoV,	y	también	a	la	determinación	de	proteínas	celulares	que	median	esta	virulencia	y	a	los	posibles	mecanismos	responsables	de	la	patogenicidad	del	SARS-CoV	y	del	MERS-CoV.	Para	determinar	la	implicación	de	las	proteínas	3a,	E	y	8a	del	SARS-CoV	en	la	producción	viral	 y	 patogénesis	 se	 generaron	 tres	 virus	 recombinantes	 adaptados	 a	 crecer	 en	 ratón	mediante	genética	reversa.	En	cada	uno	se	delecionó	una	de	las	viroporinas.	La	virulencia	de	estos	mutantes	se	evaluó	en	ratones	BALB/c.	Este	modelo	animal	reproduce	los	principales	síntomas	clínicos	observados	durante	la	infección	de	humanos	por	el	SARS-CoV.	Ninguna	de	las	tres	proteínas	fue	esencial	para	la	replicación	viral	en	cultivos	celulares	o	en	el	modelo	experimental	ratón,	pero	las	proteínas	3a	y	E	fueron	necesarias	para	una	producción	viral	óptima,	en	especial	la	proteína	E.	Además,	estas	proteínas	mostraron	un	papel	esencial	en	la	virulencia	del	SARS-CoV	dado	que	su	eliminación	dio	lugar	a	la	atenuación	del	mismo.	La	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	3a	se	caracterizó	en	bicapas	lipídicas	artificiales	y	 por	 primera	 vez	 se	mostró	 que	 esta	proteína	 forma	 un	 canal	 iónico	no	 dependiente	 de	voltaje,	 que	 conduce	 iones	de	 sodio,	 potasio	 y	 calcio.	Asimismo,	 se	mostró	que	 este	 canal	iónico	 tenía	 preferencia	 por	 cationes	 en	 presencia	 de	 sodio	 y	 potasio,	 pero	 no	 mostró	preferencia	por	ningún	ion	en	concreto	en	presencia	de	calcio.	Se	determinó	que	los	residuos	Y91,	H93	y	Y109	de	la	proteína	3a	eran	necesarios	para	su	actividad	CI,	lo	que	nos	permitió	generar	virus	sin	esta	actividad	introduciendo	mutaciones	puntuales	en	estos	residuos.	Ello	nos	 facilitó	 demostrar	 que	 la	 actividad	 canal	 iónico	 de	 la	 proteína	 3a	 no	 afecta	significativamente	a	la	replicación	o	virulencia	del	SARS-CoV,	en	contraste	a	la	actividad	CI	de	la	proteína	E	que	afecta	de	forma	decisiva	a	la	patogenicidad.	Esta	conclusión	se	evidenció	al	
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caracterizar	in	vivo	variantes	del	SARS-CoV	con	mutaciones	que	suprimían	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	y	que,	sin	embargo,	eran	virulentos.	De	forma	similar,	se	generó	una	variante	del	SARS-CoV	mediante	genética	reversa	en	la	que	se	suprimió	el	PBM	de	la	proteína	3a.	Este	virus	se	caracterizó	en	el	modelo	experimental	del	ratón	y	se	observó	que	era	tan	virulento	como	el	virus	parental	y	que	presentaba	títulos	virales	 similares.	 Estos	 datos	 permitieron	 concluir	 que	 el	 PBM	 de	 la	 proteína	 3a	 no	 era	relevante	de	forma	significativa	en	replicación	y	virulencia,	en	contraste	al	PBM	de	la	proteína	E.			 Las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	deben	de	estar	presentes	para	que	este	virus	sea	viable,	dado	que	al	eliminar	los	dos	genes	simultáneamente	no	se	recuperó	el	virus.	Esto	mostró	la	existencia	de	una	redundancia	funcional	entre	las	proteínas	E	y	3a.	Ambas	proteínas	ejercen	su	complementariedad	desde	compartimentos	celulares	distintos	dado	que	la	proteína	E	se	acumula	en	el	ERGIC	y	 la	3a	en	un	compartimento	celular	sin	identificar.	Para	localizar	el	dominio	responsable	de	esta	complementariedad	se	generó	una	colección	de	mutantes	sin	la	proteína	3a,	cada	uno	de	los	cuales	incluía	una	proteína	E	con	una	mutación	que	en	cada	virus	recombinante	 era	 distinta	 y	 se	 desplazaba	 a	 lo	 largo	 de	 todo	 el	 gen	 E.	 El	 análisis	 de	 los	distintos	mutantes	de	deleción	mostró	que,	si	 se	elimina	una	de	 las	viroporinas	E	o	3a,	el	motivo	PBM	de	la	otra	es	esencial	para	la	viabilidad	del	virus.	En	esta	tesis	se	ha	demostrado	que	existe	una	jerarquía	entre	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	mediante	la	generación	de	virus	en	los	que	se	eliminó	uno	o	los	dos	PBMs	de	ambas	proteínas.	 Se	 mostró	 que	 la	 virulencia	 de	 los	 mutantes	 generados	 disminuyó	significativamente	cuando	se	suprimió	el	PBM	de	la	proteína	E	tanto	en	presencia	como	en	ausencia	del	PBM	de	la	proteína	3a.	Ello	indicaba	que,	el	PBM	de	la	proteína	3a	no	tuvo	una	relevancia	significativa	en	virulencia	en	el	modelo	experimental	utilizado.	Dada	 la	 repercusión	 de	 la	 unión	 de	 motivos	 virales	 PBM	 a	 dominios	 PDZ	 celulares,	demostrada	 en	 la	 presente	 tesis	 y	 en	 anteriores	 trabajos	 de	 este	 laboratorio	 (Jimenez-Guardeno	y	col.,	2015;	Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014),	se	estudiaron	las	proteínas	celulares	con	dominio	PDZ	a	las	que	se	unen	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	y	E	y	5	de	MERS-CoV	 utilizando	 la	 técnica	 del	 doble	 híbrido	 de	 levadura.	 La	 verificación	 de	 estas	interacciones	utilizando	técnicas	adicionales	y	el	estudio	de	su	implicación	en	la	replicación	y	virulencia	de	estos	virus	proporcionará	nuevos	conocimientos	para	abordar	el	estudio	de	la	interacción	de	los	coronavirus	con	el	hospedador.				
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1.	RELEVANCIA	DE	LAS	VIROPORINAS	DEL	SARS-CoV	EN	REPLICACIÓN	Y	VIRULENCIA	Las	 proteínas	 virales	 con	 actividad	 canal	 iónico	 son	 relevantes	 para	 la	 replicación	 y	 la	patogénesis	viral	y	participan	en	multitud	de	procesos	fisiológicos,	por	lo	que	su	estudio	tiene	un	interés	creciente	(Griffin,	2009;	Hover	y	col.,	2017;	Nieva	y	col.,	2012).		El	SARS-CoV	codifica	tres	viroporinas:	3a,	E	y	8a	(Chen	y	col.,	2011;	Liao	y	col.,	2004;	Lu	y	col.,	2006).	 En	 resultados	previos	de	 este	 laboratorio,	 se	había	mostrado	que	una	variante	del	SARS-CoV	 con	 la	 proteína	 E	 delecionada	 estaba	 atenuada	 en	 ratones	 y	 presentaba	 una	disminución	 en	 su	 título	 viral	 de	 dos	 unidades	 logarítmicas	 respecto	 del	 virus	 silvestre	(DeDiego	 y	 col.,	 2007).	 Comparativamente,	 la	 eliminación	de	 la	proteína	 3a,	 también	 con	actividad	canal	iónico,	supuso	una	 ligera	reducción	de	media	unidad	logarítmica	del	 título	viral	en	células	Vero	E6	en	relación	con	el	virus	parental	(Figura	7A).	Sin	embargo,	in	vivo	los	títulos	del	SARS-CoV-∆3a	disminuyeron	una	unidad	logarítmica	(Figura	7B),	indicando	que	la	proteína	3a	es	necesaria	para	alcanzar	niveles	óptimos	de	replicación	del	SARS-CoV.	Este	resultado	es	similar	al	mostrado	en	otras	publicaciones	que	indican	una	pequeña	disminución	en	los	títulos	del	SARS-CoV-Δ3a	en	células	VeroE6	pero	no	se	corresponde	con	los	títulos	que	los	autores	observaron	in	vivo	(Yount	y	col.,	2005).	Sin	embargo,	estos	trabajos	se	realizaron	con	la	cepa	Urbani	del	SARS-CoV	que	solo	causa	una	patología	leve,	en	contraste	con	la	cepa	viral	adaptada	a	ratón	utilizada	en	esta	tesis.		La	reducción	en	el	título	del	virus	mutante	SARS-CoV-Δ3a	podría	estar	asociada	con	el	papel	de	la	proteína	3a	en	la	reestructuración	de	las	membranas	internas	que	se	observa	en	células	infectadas	por	el	SARS-CoV,	incrementando	el	número	de	vesículas	intracelulares	y	promoviendo	 con	 ello	 la	 liberación	 de	 partículas	 virales	 siguiendo	 un	 proceso	 no	 lítico	(Freundt	y	col.,	2010).		Alternativamente,	 la	 reducción	 en	 virulencia	 del	 SARS-CoV-Δ3a	 se	 podría	 deber	 a	 la	inducción	de	apoptosis	por	la	proteína	3a	(Chan	y	col.,	2009;	Freundt	y	col.,	2010),	o	a	un	aumento	 de	 la	 inducción	 de	 inflamación	 mediante	 la	 activación	 de	 citoquinas	proinflamatorias	 como	 IL-8	 y	 RANTES	 (CCL5)	 (Kanzawa	 y	 col.,	 2006).	 La	 atenuación	observada	con	el	mutante	Δ3a	también	se	podría	deber	a	su	 incapacidad	para	activar	una	respuesta	 proinflamatoria	 exacerbada,	 resultando	 en	 la	 supervivencia	 de	 los	 ratones	inoculados.	De	hecho,	en	un	análisis	histopatológico,	los	pulmones	de	los	ratones	infectados	por	el	SARS-CoV-Δ3a	mostraron	menor	inflamación	que	los	pulmones	de	ratones	infectados	por	 el	 virus	 parental	 (Figura	 9).	 Esta	 hipótesis	 se	 refuerza	 por	 los	 resultados	 similares	obtenidos	en	los	pulmones	de	ratones	infectados	por	un	virus	con	la	proteína	E	delecionada,	que	 debió	 su	 atenuación	 a	 una	 reducción	 de	 la	 respuesta	 proinflamatoria	 del	 huésped	(DeDiego	y	col.,	2007;	DeDiego	y	col.,	2014).	
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Se	ha	mostrado	que	la	deleción	de	la	proteína	8a	del	SARS-CoV	no	presentó	en	general	un	efecto	significativo	en	la	replicación	y	virulencia	en	ratones	(Figuras	7	y	8).	Este	resultado	se	refuerza	con	la	observación	de	que	la	ORF8	se	delecionase	en	humanos	durante	la	pandemia	del	SARS-CoV	del	año	2003	y	que	virus	con	deleciones	en	este	gen	 fuesen	recuperados	de	pacientes	que	murieron	por	la	infección	del	SARS-CoV	(Chiu	y	col.,	2005),	indicando	que	el	gen	8a	no	se	requiere	para	la	patogenicidad	del	SARS-CoV.	Sin	embargo,	virus	sin	las	proteínas	8a	y	3a,	mostraron	títulos	10	veces	menores	a	los	del	virus	parental	(Tabla	VI),	lo	que	sugiere	fuertemente	que	cuando	ambas	proteínas	se	delecionan	simultáneamente,	la	replicación	viral	se	ve	afectada	de	forma	moderada.	Además	del	SARS-CoV,	otros	coronavirus	codifican	más	de	una	viroporina.	Sin	embargo,	el	papel	de	estas	proteínas	solo	se	ha	estudiado	en	detalle	por	nuestro	laboratorio	en	el	caso	del	SARS-CoV	(DeDiego	y	col.,	2011;	Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2015b).	La	proteína	estructural	E	está	conservada	en	todos	los	CoVs,	al	igual	 que	otras	 viroporinas	que	 están	 codificadas	por	 genes	accesorios	de	 los	CoVs.	 Se	ha	establecido	un	papel	en	replicación	para	las	proteínas	ns12.9	de	HCoV-OC43	(R.	Zhang	y	col.,	2015),	4a	de	HCoV-229E	(Zhang	y	col.,	2014)	y	3	de	PEDV	(Wang	y	col.,	2012).	El	MERS-CoV,	otro	CoV	altamente	virulento,	codifica	dos	proteínas	homólogas	a	las	E	y	3a	del	SARS-CoV,	las	proteínas	E	y	5,	respectivamente.	Mientras	que	se	ha	descrito	la	actividad	CI	de	la	proteína	E	de	MERS-CoV	(Surya	y	col.,	2015),	la	potencial	actividad	CI	de	la	proteína	5	todavía	no	se	ha	estudiado	detalladamente.	Sin	embargo,	se	espera	que	esta	proteína	tenga	actividad	CI	debido	a	su	similitud	con	 las	viroporinas	3a	del	SARS-CoV,	4a	del	HCoV-229E	y	3	del	PEDV.	Esta	similitud	radica	en	que	el	gen	se	encuentra	entre	los	genes	S	y	E	(Muller	y	col.,	2010),		en	que	tiene	3	DTMs	de	los	cuales	los	DTMs	2	y	3	están	situados	muy	próximos	en	la	proteína,	y	en	que	contiene	una	mayor	cantidad	de	aminoácidos	polares	en	los	DTMs	2	y	3	en	comparación	con	el	DTM	1	(Figura	25).	Esta	observación	es	relevante	sobre	todo	si	tenemos	en	cuenta	que	en	el	caso	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV,	la	única	de	las	cuatro	viroporinas	cuya	actividad	canal	iónico	ha	sido	estudiada	en	profundidad,	son	los	DTMs	2	y	3	los	que	están	implicados	en	la	actividad	CI	de	la	proteína.	Además,	las	proteínas	E	y	5	del	MERS-CoV	también	tienen	un	PBM	funcional	en	su	carboxilo	terminal,	al	igual	que	las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	(Tabla	






AMINOÁCIDOS	ESENCIALES	PARA	ESTA	ACTIVIDAD	Los	residuos	implicados	en	la	actividad	CI	de	la	proteína	E	se	habían	identificado	previamente	y	se	había	caracterizado	su	actividad	CI	concluyendo	que	forma	CIs	no	regulado	por	voltaje	y	de	baja	selectividad	por	cationes	(Nieto-Torres	y	col.,	2014;	Verdia-Baguena	y	col.,	2012).	En	este	trabajo	se	ha	descrito	que	la	proteína	3a	forma	canales	iónicos	no	regulados	por	voltaje	y	que	puede	conducir	iones	de	Na+,	K+	y	Ca2+	(Figura	10)	al	igual	que	la	proteína	E.	La	proteína	3a	mostró	una	débil	 selectividad	por	 cationes	 en	presencia	de	Na+	 y	K+	pero	 en	contraste	a	la	proteína	E,	no	mostró	selectividad	por	ningún	ión	en	presencia	de	Ca2+	(Tabla	
IV).	Estudios	de	la	actividad	CI	en	los	mutantes	construidos	de	la	proteína	3a	revelaron	que	tanto	el	DTM2	como	el	DTM3	eran	necesarios	para	reconstituir	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a,	particularmente	 los	residuos	Y91	y	H93	del	DTM2	y	Y109	del	DTM3	(Figura	11).	Los	cambios	en	las	concentraciones	de	los	tres	iones	que	conduce	la	proteína	3a	de	SARS-CoV	en	los	 distintos	 compartimentos	 celulares	 son	 utilizados	 por	 la	 célula	para	 facilitar	distintos	procesos	celulares.	El	ejemplo	mejor	conocido	es	el	del	calcio.	Cuando	aumentan	los	niveles	citoplásmicos	de	este	 ion	se	activa	 la	producción	de	distintos	mensajeros	que	pueden	dar	lugar	a	una	gran	variedad	de	cambios	en	la	célula	como	la	excitabilidad	neuronal,	exocitosis,	apoptosis	o	la	transcripción	de	ciertos	genes	(Berridge	y	col.,	2000;	Clapham,	2007).	Además,	tanto	el	calcio	como	el	potasio	son	reguladores	del	sistema	inmune	mediante	canales	iónicos	específicos	para	estos	iones	como	Kcv1.3,	CRAC	o	IKCa1	en	linfocitos	T	y	B	que	median	su	estimulación	o	inhibición	(Cahalan	y	col.,	2001).	Por	otro	lado,	y	como	ya	se	ha	explicado	en	la	introducción,	el	transporte	vectorial	de	sodio	es	necesario	para	mantener	la	actividad	de	la	barrera	 formada	 por	 el	 epitelio	 alveolar	 y	 evitar	 la	 acumulación	 de	 edema	 pulmonar.	Interferir	 con	 este	 transporte	 provoca	 la	 patología	 pulmonar	 (Matalon	 y	 col.,	 2015).	 Son	necesarios	más	estudios	para	describir	cómo	afecta	la	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	3a	a	estos	procesos	fisiológicos.	
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3.	 ANÁLISIS	 DE	 LA	 RELEVANCIA	 DE	 LA	 ACTIVIDAD	 CANAL	 IÓNICO	 Y	 PBM	 DE	 LA	
PROTEÍNA	3a	EN	REPLICACIÓN	Y	VIRULENCIA	DEL	SARS-CoV	Se	 ha	 descrito	 previamente	 que	 la	 actividad	 CI	 de	 la	 proteína	 E	 originaba	 desbalances	intracelulares	de	Ca2+	que	activan	el	inflamasoma,	induciendo	una	respuesta	proinflamatoria	exacerbada,	 acumulación	de	 edema	pulmonar	 y	 la	muerte	de	 los	 ratones	utilizados	 como	modelo	 animal	 experimental	 (Nieto-Torres	 y	 col.,	 2015b).	 Por	 tanto,	 se	 dedujo	 que	 la	actividad	CI	de	la	proteína	E	del	SARS-CoV	es	un	factor	de	virulencia	al	igual	que	la	actividad	CI	 de	 la	 proteína	M2	 del	 virus	 de	 la	 gripe	 (Ichinohe	 y	 col.,	 2010),	 o	 la	 proteína	NSP4	de	rotavirus	(Hyser	y	col.,	2010;	Zhang	y	col.,	2000).	Dado	 que	 la	 actividad	 CI	 de	 la	 proteína	 E	 es	 un	 factor	 de	 virulencia	mediada	 por	 la	activación	del	inflamasoma	(Nieto-Torres	y	col.,	2014;	Nieto-Torres	y	col.,	2015b),	se	estudió	si	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	podría	tener	un	papel	similar.	Mutaciones	combinadas	en	el	DTM3	de	la	proteína	3a	atenuaron	al	virus	posiblemente	debido	a	un	efecto	directo	sobre	alguna	 función	 de	 la	 proteína	 o	 a	 una	 alteración	 de	 la	 estructura	 tridimensional	 de	consecuencias	similares.	Mientras	que	el	mutante	DTM3-	creció	con	títulos	10	veces	menores	que	el	virus	nativo,	el	mutante	DTM[2,3]-	presentó	títulos	similares,	lo	que	podría	explicarse	si	 las	mutaciones	 introducidas	 en	 el	 DTM3	 se	 compensasen	 estructuralmente	 con	 las	 del	DTM2	cuando	ambas	mutaciones	están	presentes	simultáneamente	en	la	proteína	3a.	Dado	que	no	se	observó	ninguna	correlación	entre	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	y	los	títulos	y	la	patogenicidad	del	SARS-CoV,	se	concluyó	que	la	actividad	CI	de	la	proteína	3a	no	afecta	a	la	replicación	y	patogénesis	del	virus	en	contraste	a	la	actividad	CI	de	la	proteína	E.		El	PBM	de	la	proteína	E	es	otro	factor	de	virulencia	del	SARS-CoV	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	 2014).	 Asimismo,	 la	 proteína	 3a	 incluye	 otro	 PBM	 con	 una	 secuencia	 distinta	 a	 la	observada	 en	 la	proteína	E.	 Sin	 embargo,	 el	 análisis	de	 la	 replicación	y	patogenicidad	del	mutante	de	la	proteína	3a	con	un	PBM	delecionado	no	mostró	ningún	efecto	en	la	producción	viral	 o	 en	virulencia	 (Figura	14	y	15).	Además,	 se	ha	demostrado	que	 sólo	 el	 PBM	de	 la	proteína	E	influye	en	la	virulencia	del	SARS-CoV	pero	que	la	presencia	o	ausencia	del	PBM	de	la	proteína	3a	no	tiene	la	misma	relevancia	en	la	patogenicidad	del	virus	(Figura	21),	lo	que	indica	 una	 jerarquía	 funcional	 entre	 los	 PBMs	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a,	 con	 una	 mayor	influencia	del	dominio	PBM	de	la	proteína	E	en	virulencia.	Existen	 factores	 alternativos	 que	 podrían	 explicar	 la	 diferente	 relevancia	 entre	 la	actividad	 CI	 y	 los	 PBMs	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 del	 SARS-CoV.	 Mediante	 un	 ensayo	 de	inmunofluorescencia	 se	 ha	 demostrado	 que	 ambas	 proteínas	 se	 encuentran	 en	 distintos	compartimentos	celulares	durante	 la	 infección	(Figura	16A),	por	 tanto,	 la	actividad	CI	de	ambas	 proteínas	 puede	 provocar	 desbalances	 iónicos	 entre	 distintos	 compartimentos.	 La	
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proteína	E	está	localizada	en	el	ERGIC,	un	orgánulo	con	alta	concentración	de	calcio,	(Nieto-Torres	y	col.,	2011)	e	 induce	 la	salida	de	este	 ion	desde	este	orgánulo	al	citoplasma.	Esto	provoca	la	activación	del	inflamasoma,	lo	que	lleva	a	una	respuesta	proinflamatoria	aguda	que	 está	 asociada	 con	 la	patogenicidad	viral	 (Chen	y	 Subbarao,	 2007;	Nieto-Torres	 y	 col.,	2015b).	Dado	que	la	proteína	3a	no	se	encuentra	en	ninguno	de	los	principales	reservorios	de	calcio	(Figura	16B),	su	actividad	CI	posiblemente	estimule	rutas	de	señalización	distintas	y	probablemente	con	menos	impacto	en	patogenicidad	a	la	vista	de	los	resultados	obtenidos.	El	PBM	de	la	proteína	E	del	SARS-CoV	interacciona	con	la	proteína	celular	Sintenina	a	través	de	sus	dominios	PDZ,	activando	la	ruta	de	la	p38	MAPK	e	induciendo	una	respuesta	proinflamatoria	exacerbada	que	provoca	la	muerte	del	hospedador	(Jimenez-Guardeño	y	col.,	2014).	Sin	embargo,	es	esperable	que	distintos	PBMs	muestren	distintas	preferencias	por	el	conjunto	de	los	más	de	266	dominios	PDZ	presentes	en	más	de	400	isoformas	de	proteínas	celulares,	cada	una		de	ellas	incluyendo	entre	uno	y	trece	dominios	PDZ	(Luck	y	col.,	2012).	De	hecho,	cuando	se	ha	estudiado	la	interacción	de	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	con	los	266	PDZs	humanos,	los	patrones	de	interacciones	de	ambos	PBMs	con	proteínas	celulares	conteniendo	motivos	PDZ	fueron	significativamente	distintos,	tal	como	se	esperaría	de	dos	PBMs	cuyas	secuencias	son	diferentes	(DLLV	y	SVPL,	respectivamente)	(Tabla	XI).	Es	probable	que	la	interacción	entre	el	PBM	de	la	proteína	3a	y	los	PDZ	celulares	induzca	una	ruta	de	señalización	que	no	medie	patogenicidad	para	el	huésped,	o	que	esté	activada	con	menor	 intensidad	 debido	 a	 la	 menor	 afinidad	 entre	 el	 PBM	 viral	 y	 el	 PDZ	 celular.	 Esto	explicaría	 porqué	 un	 virus	 desprovisto	 del	 PBM	 de	 la	 proteína	 3a	 no	 mostró	 ninguna	diferencia	significativa	en	patogenicidad	respecto	al	virus	parental.	
4.	 INTERDEPENDENCIA	 DE	 LAS	 TRES	 VIROPORINAS	 DEL	 SARS-CoV	 PARA	 LA	
VIABILIDAD	VIRAL	Para	estudiar	la	interdependencia	entre	las	viroporinas	del	SARS-CoV	se	analizó	el	efecto	de	delecionar	una	sola,	combinaciones	de	dos,	o	las	tres	viroporinas.	La	proteína	8a	se	incluyó	en	 estos	 estudios	 para	 determinar	 su	potencial	 relevancia	 en	 la	 ausencia	del	 resto	de	 las	viroporinas,	pese	a	que	no	había	mostrado	un	efecto	significativo	en	el	crecimiento	del	SARS-CoV	cuando	solamente	se	delecionó	esta	proteína.	Sin	embargo,	se	observó	que	el	SARS-CoV	no	era	viable	cuando	las	proteínas	3a	y	E	estaban	ausentes	al	mismo	tiempo,	pero	sí	lo	era	en	presencia	de	al	menos	una	de	las	dos.	Además,	se	demostró	que	la	proteína	E	podía	compensar	la	 deleción	 de	 la	 proteína	 3a	 siempre	 que	 incluya	 un	 PBM	 funcional	 (Figura	 17).	 Esta	conclusión	 fue	 reforzada	 principalmente	 por	 el	 comportamiento	 de	 cinco	 virus	recombinantes	distintos:	dos	que	restauraban	la	viabilidad	en	presencia	de	un	PBM	funcional	([Δ3a,EΔPBM(rev)]	y	[Δ3a,EPBM*])	y	tres	que	no	eran	viables	al	no	estar	presente	la	proteína	
	 	 Discusión		
	 	90	
3a	ni	el	PBM	de	la	proteína	E	([Δ3a,EΔ6],	[Δ3a,EΔPBM],	[Δ3a,EΔPBM-]).	Asimismo,	la	rápida	reversión	del	codón	de	parada	de	 la	 traducción	que	se	 introdujo	precediendo	a	 los	nueve	aminoácidos	 del	 carboxilo	 terminal	 de	 la	 proteína	 E	 que	 incluyen	 el	 dominio	 PBM	 fue	biológicamente	muy	relevante,	porque	este	mutante	revertiente	se	seleccionó	rápidamente	después	de	un	solo	pase	del	virus	en	cultivos	de	células	VeroE6.	Probablemente	se	seleccionó	el	revertiente	de	este	mutante	y	no	del	resto,	porque	es	más	probable	revertir	la	alteración	de	un	único	codón	que	la	de	los	cuatro	codones	del	E-PBM-.	Adicionalmente,	se	describió	que	la	presencia	 de	 la	 proteína	 3a	 con	 su	 PBM	 podía	 compensar	 la	 pérdida	 de	 la	 proteína	 E	restaurando	la	replicación	viral	pero	no	la	patogenicidad	(Figura	19).	El	 requerimiento	 en	 replicación	 y	 virulencia	de	 los	 PBMs	 del	 SARS-CoV	 también	 está	reforzado	por	la	observación	realizada	en	anteriores	trabajos	de	nuestro	laboratorio	en	los	que	el	mutante	ΔE	evolucionó	para	 introducir	una	nueva	proteína	transmembrana	con	un	PBM	para	compensar	por	la	pérdida	de	toda	la	proteína	E,	tanto	en	cultivos	celulares	como	in	
vivo	 (Jimenez-Guardeno	 y	 col.,	 2015).	 En	 este	 trabajo,	 tres	 variantes	 del	 SARS-CoV-ΔE	seleccionadas	 independientemente,	 partiendo	 de	 mutantes	 del	 SARS-CoV-ΔE	 ligeramente	distintos	incorporaron	espontáneamente	una	proteína	quimérica	compuesta	por	el	dominio	N-terminal	de	 la	proteína	M	y	un	 fragmento	que	 incluye	un	PBM	en	su	carboxilo	 terminal	(Jimenez-Guardeno	 y	 col.,	 2015).	 Las	 tres	proteínas	 quiméricas	 incorporadas	 por	 los	 tres	virus	tenían	una	estructura	parecida,	pero	fueron	distintas	entre	sí.	No	obstante,	todos	ellos	contenían	un	PBM	distinto.	Adicionalmente,	cuando	se	realizaron	pases	en	ratones	del	virus	SARS-CoV-ΔE,	el	virus	espontáneamente	incorporó	un	PBM	interno	en	la	proteína	8a.		Una	 observación	 adicional	 de	 distinta	 naturaleza,	 que	 refuerza	 considerablemente	 el	requerimiento	de	un	PBM	en	el	 extremo	 carboxilo	 terminal	de	 la	proteína	E,	es	que	 estos	motivos	funcionales	están	filogenéticamente	conservados	en	proteínas	de	todas	las	variantes	de	SARS-CoV	y	MERS-CoV	que	se	han	aislado	en	humanos,	civetas,	dromedarios	y	murciélagos	(Figura	26).	Asimismo,	la	conservación	epidemiológica	que	existe	en	los	distintos	géneros	de	CoVs	(Tabla	X),	es	otro	argumento	que	refuerza	la	importancia	de	los	PBMs	en	la	viabilidad	de	los	coronavirus.		La	importancia	de	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	del	SARS-CoV	radica	en	su	posible	interacción	 con	 proteínas	 celulares	 con	 dominios	 PDZ	 (Lee	 y	 Zheng,	 2010).	 Estas	interacciones	 participan	 en	 multitud	 de	 actividades	 celulares	 y	 se	 ha	 observado	 que	 su	alteración	tiene	efectos	significativos	en	el	comportamiento	de	distintos	virus	(Bladt	y	col.,	2002;	Boeda	y	col.,	2002;	Hildebrand	y	Soriano,	1999;	Subbaiah	y	col.,	2011).	Por	ejemplo,	el	PBM	de	la	oncoproteína	E6	del	papilomavirus	humano	(HPV-16)	 interacciona	con	muchas	proteínas	celulares	con	motivos	PDZ	lo	que	facilita	la	tumorigénesis	y	diseminación	del	virus	
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En	 el	 caso	 del	 virus	 de	 la	 gripe,	 la	 proteína	 NS1	 tiene	 un	 PBM	 en	 su	 carboxilo	 terminal	implicado	en	virulencia	(Jackson	y	col.,	2008).	Adicionalmente,	la	proteína	F11	del	virus	de	la	vacuna	de	la	viruela	tiene	tanto	un	dominio	PDZ	como	un	PBM	que	median	la	diseminación	del	virus	(Handa	y	col.,	2013).	En	conjunto,	toda	esta	información	ha	permitido	concluir	que	las	proteínas	E	y	3a	tienen	en	común	dos	características	importantes,	la	actividad	CI	y	los	PBMs.		Las	actividades	CI	y	del	PBM	de	la	proteína	E	están	implicadas	en	la	virulencia	del	SARS-CoV,	en	contraste	a	lo	que	hemos	observado	con	los	mismos	motivos	de	la	proteína	3a.	Por	tanto,	se	ha	demostrado	que	estos	motivos	tienen	distinto	grado	de	relevancia	en	patogénesis,	estando	el	PBM	y	actividad	CI	de	la	proteína	E	asociados	con	el	grado	de	replicación	y	virulencia	con	mayor	significancia	que	sus	homólogos	en	la	proteína	3a.	Sin	embargo,	los	resultados	indican	que	el	PBM	de	la	proteína	3a	si	que	es	crítico	para	la	viabilidad	viral	cuando	la	proteína	E	está	delecionada.	Estos	resultados	contribuyen	a	entender	mejor	el	papel	de	las	actividades	CI	y	los	PBMs	de	los	 CoVs	 y	 tiene	 un	 importante	 impacto	 en	 el	 diseño	 de	 futuras	 vacunas	 y	 antivirales,	 al	facilitar	la	construcción	de	virus	atenuados	o	la	identificación	de	drogas	que	inhiban	la	acción	del	motivo	PBM	con	proteínas	celulares	que	incluyan	dominios	PDZ,	respectivamente.	
5.	PROTEÍNAS	CELULARES	QUE	INTERACCIONAN	CON	LA	PROTEÍNA	3a	Para	investigar	los	mecanismos	de	acción	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV,	hemos	mostrado	primero	que	la	proteína	3a	afecta	de	forma	significativa	a	la	replicación	y	la	virulencia	del	SARS-CoV.	 Para	 profundizar	 en	 el	 papel	 de	 la	 proteína	 3a	 en	 la	 patogenicidad	 y	 en	 la	replicación	 del	 SARS-CoV,	 se	 estudió	 la	 interacción	 de	 su	dominio	 carboxilo	 terminal	 con	proteínas	celulares	expresadas	por	una	librería	de	pulmón	humano	mediante	una	plataforma	de	 doble	 híbrido	 de	 levadura	 de	 Hybrigenics	 (Francia)	 (Formstecher	 y	 col.,	 2005).	 Se	identificaron	56	proteínas	celulares	que	 interaccionaban	con	la	proteína	3a	del	SARS-CoV,	siete	de	ellas	con	un	alto	coeficiente	de	fiabilidad	(Tabla	VIII).	Para	identificar	las	proteínas	con	mayor	potencial	para	influir	en	la	patología	producida	por	el	SARS-CoV	se	analizaron	las	actividades	 más	 frecuentes	 de	 las	 proteínas	 celulares	 que	 interaccionan	 con	 el	 dominio	carboxilo	terminal	de	la	proteína	3a	con	alta	fiabilidad,	revelando	que	todas	ellas	intervienen	en	la	regulación	de	la	respuesta	inmune	(Tabla	IX).	Interesantemente,	se	ha	descrito	una	relación	entre	algunas	de	estas	proteínas	y	otros	virus.	Este	es	el	caso	de	la	cistatina	B	(CSTB),	la	fibronectina-1	(FN1)	y	el	VIH.	La	CSTB	inhibe	la	respuesta	antiviral	mediada	por	IFNβ	en	macrófagos,	favoreciendo	que	estas	células	sean	un	reservorio	del	virus	(Rivera	y	col.,	2016).	Dado	que	el	SARS-CoV	bloquea	la	producción	de	IFNβ	(Spiegel	y	col.,	2005),	sería	razonable	proponer	que	la	interacción	de	la	proteína	3a	con	CSTB	también	inhibiese	la	respuesta	a	IFNβ	contribuyendo	a	la	inhibición	de	la	respuesta	al	
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6.	IDENTIFICACIÓN	DE	MOTIVOS	PBM	EN	OTRAS	PROTEÍNAS	DE	CoVs	Dada	la	importancia	de	los	PBMs	de	SARS-CoV	se	estudió	la	presencia	de	motivos	PBM	en	los	distintos	géneros	de	CoVs	(Tabla	X).	Se	ha	observado	un	mayor	número	de	estos	motivos	en	CoVs	de	los	géneros	que	provienen	de	murciélagos	(Alfacoronavirus	y	Betacoronavirus)	que	en	 los	 que	 provienen	 de	 aves	 (Gammacoronavirus	 y	Deltacoronavirus).	 Esto	 sugiere	 que,	durante	 la	 evolución	de	 los	CoVs,	 la	 incorporación	de	proteínas	 con	PBM	habría	ocurrido	antes	 en	 los	 virus	 de	 los	 géneros	 Alfacoronavirus	 y	 Betacoronavirus.	 Además,	 se	 ha	identificado	la	presencia	de	un	PBM	en	las	proteínas	E	de	todos	los	virus	analizados	de	los	géneros	Alfacoronavirus	y	Betacoronavirus,	pero	no	se	ha	localizado	este	motivo	funcional	en	el	carboxilo	terminal	de	la	proteína	E	de	la	mayoría	de	los	coronavirus	de	aves,	siendo	la	única	excepción,	el	virus	HKU22.	Curiosamente,	los	CoV	en	los	que	se	han	detectado	más	PBMs	en	el	 carboxilo	 terminal	 de	 sus	 proteínas	 son	 los	 de	 mamíferos	 acuáticos	 del	 género	
Gammacoronavirus.		En	estos	se	han	descrito	hasta	cinco	proteínas	portadoras	de	un	PBM.		En	contraste,	en	los	virus	de	aves	HKU19	y	HKU20	no	se	ha	identificado	ninguna	proteína	con	un	PBM	en	el	carboxilo	terminal.		De	las	tres	proteínas	con	PBM	que	tienen	tanto	el	SARS-CoV	como	el	MERS-CoV,	se	han	estudiado	 las	 dos	 que	 son	 homólogas:	 la	 E	 y	 3a	 de	 SARS-CoV	 y	 la	 E	 y	 5	 de	 MERS-CoV,	respectivamente.	Queda	pendiente	para	futuros	trabajos	el	estudio	de	la	relevancia	del	PBM	de	las	proteínas	M	de	MERS-CoV	y	7b	de	SARS-CoV,	recientemente	identificados.	Sin	embargo,	se	 considera	 poco	 probable	 que	 el	 PBM	 de	 la	 proteína	 7b	 de	 SARS-CoV	 tenga	 un	 papel	relevante	 en	 la	 replicación	 y	 virulencia	 del	 virus	debido	 a	 que	 el	 virus	 SARS-CoV∆[6-9b],	generado	previamente	 en	 este	 laboratorio,	 que	 carece	de	 los	 genes	6,	7a,	7b,	 8a,	 8b	y	9b,	mostró	títulos	virales	y	patogenicidad	equivalentes	a	los	del	virus	parental	tanto	en	cultivos	celulares	como	in	vivo	(DeDiego	y	col.,	2008).	Sin	embargo,	se	ha	observado	que	el	PBM	de	la	proteína	7b	no	está	presente	en	las	variantes	del	SARS-CoV	aisladas	de	murciélago	pero	sí	en	las	 aisladas	de	 civetas	 y	 humanos,	 indicando	 que	 el	 PBM	de	 la	 proteína	 7b	podría	 haber	participado	en	la	adaptación	del	virus	a	humanos	(Pfefferle	y	col.,	2009).		
7.	IDENTIFICACIÓN	DE	PROTEÍNAS	CON	DOMINIOS	PDZ	QUE	INTERACCIONAN	CON	LOS	
PBM	DE	PROTEÍNAS	DE	SARS-CoV	Y	MERS-CoV	EN	UN	ENSAYO	DE	Y2H	RESTRINGIDO	
AL	PDZOMA	HUMANO	Dada	la	importancia	de	las	interacciones	de	los	PBM	virales	con	los	dominios	PDZ	celulares	se	 decidió	 estudiar	 este	 tipo	 de	 uniones	 específicas	 utilizando	 como	 ligando	 una	 librería	
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compuesta	de	los	266	dominios	PDZ	humanos	(o	PDZoma	humano).	Es	importante	tener	en	cuenta	 que	 estos	 266	 dominios	 se	 encuentran	 aproximadamente	 en	 400	 isoformas	 de	proteínas	celulares	conteniendo	un	total	de	1	a	13	dominios	PDZ	distintos	por	proteína.	Se	identificaron	42	interacciones	con	24	proteínas	distintas	con	dominios	PDZ	(Tabla	XI).	Los	PBMs	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 3a	 del	 SARS-CoV	 y	 los	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 5	 de	 MERS-CoV	interaccionan	 con	 12,	 2,	 19	 y	 10	 proteínas	 PDZ,	 respectivamente.	 Dos	 de	 las	 proteínas	identificadas,	PTPN13	y	Sintenina,	también	se	identificaron	en	un	ensayo	Y2H,	en	el	que	se	utilizó	 como	 cebo	 todo	 el	 dominio	 carboxilo	 terminal	de	 la	proteína	E	 y	 como	 ligando,	 la	misma	librería	de	genes	de	pulmón	que	se	usó	previamente	para	estudiar	las	interacciones	del	 carboxilo	 terminal	 de	 la	 proteína	 3a	 (Hybrigenics,	 Francia)	 (Jimenez-Guardeño	 y	 col.,	2014);	Castaño-Rodríguez	y	Luis	Enjuanes,	resultados	sin	publicar)	lo	que	apoya	la	validez	de	este	ensayo	de	Y2H,	más	restrictivo.	Muchas	de	estas	interacciones	se	han	observado	tan	sólo	con	 parejas	 de	 PDZs	 en	 tándem	 dado	 que,	 tal	 como	 se	 ha	 descrito	 en	 la	 bibliografía,	 la	formación	de	estos	tándems	favorece	la	funcionalidad	de	los	dominios	PDZ	(Luck	y	col.,	2012).	Además,	se	ha	descrito	que	los	PBMs	de	proteínas	que	oligomerizan,	como	es	el	caso	de	las	proteínas	analizadas,	pueden	unirse	con	mayor	afinidad	a	los	dominios	PDZ	dispuestos	en	tándem	(Long	y	col.,	2003).	Por	otro	lado,	se	considera	significativo	el	hecho	de	que	el	PBM	de	 la	proteína	3a	 interaccionase	solo	con	dos	proteínas	(APBA1	y	GRIP1).	Esto	podría	ser	debido	a	que	secuencia	central	de	su	PBM	(los	últimos	cuatro	aminoácidos	de	la	proteína)	muestre	 baja	 afinidad	por	 los	 dominios	 PDZ	 o,	 alternativamente,	 a	 que	 el	 péptido	 que	 se	utilizó	 como	 captura	 en	 estos	 ensayos	 y	 que	 consta	 de	 los	 últimos	 15	 aminoácidos	 de	 la	proteína,	 no	 fuese	 suficientemente	 grande	 para	 que	 el	 PBM	 adoptase	 la	 conformación	necesaria	para	interaccionar	de	forma	óptima	con	los	dominios	PDZ.	Otra	posibilidad	es	que	el	PBM	de	la	proteína	3a	requiera	modificaciones	post-traduccionales	para	ser	funcional	y	estas	 no	 se	 den	 en	 el	 contexto	 del	 péptido	 de	 15	 aminoácidos.	 La	 presencia	 de	 cinco	aminoácidos	 fosforilables	 entre	 estos	 15	 residuos	 (Ser-4,	 Thr-5,-6,-7,-8)	 refuerza	 esta	posibilidad,	dado	que	una	fosforilación	de	este	tipo		se	ha	descrito	en	el	caso	de	los	PBMs	de	la	cadherina,	Erb2,	o	Cx43,	entre	otros	(Luck	y	col.,	2012).	Se	realizó	una	búsqueda	bibliográfica	para	conocer	 la	 función	de	 las	24	proteínas	con	dominios	PDZ	que	interaccionaron	con	los	PBM	de	CoVs	con	el	fin	de	identificar	proteínas	celulares	que,	en	principio,	pudieran	influir	en	la	patogenicidad	del	virus	(Tabla	XII).	En	las	bases	 de	 datos	 Genebank	 y	 Genecards	 se	 encuentran	 las	 actividades	 descritas	 más	frecuentemente	para	estas	proteínas.	Se	ha	observado	que	 la	mayoría	están	 implicadas	en	varios	procesos	celulares,	incluyendo	el	tráfico	intracelular,	la	formación	de	estructuras	de	soporte	 (especialmente	 para	 la	 formación	 de	 los	 canales	 iónicos	 de	 las	 sinapsis),	 la	comunicación	 célula-célula	 o	 el	 crecimiento	 celular.	 Afortunadamente,	 una	 búsqueda	más	
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específica	 en	 PubMed	 permitió	 identificar	 funciones	 que	 podrían	 estar	 implicadas	 en	 la	inmunopatología	 inducida	 en	 la	 infección	 por	 estos	 virus.	 	 De	 hecho,	 algunas	 de	 estas	proteínas	regulan	la	activación	del	sistema	inmune.	Los	casos	más	destacables	son	los	de	las	proteínas	PTPN13,	Sintenina	APBA3,	DLG1,	SCRIB,	PICK1,	LNX1	y	LNX2.		De	estas	proteínas,	SCRIB,	PICK,	LNX1	y	LNX2	tienen	un	efecto	inhibidor	de	la	inflamación.	Una	posibilidad	es	que	 los	 PBMs	 de	 SARS-CoV	 y	MERS-CoV	 interaccionarían	 con	 los	 dominios	 PDZ	 de	 estas	proteínas	impidiéndoles	reducir	la	inflamación.	SCRIB	es	una	proteína	que	controla	la	activación	equilibrada	de	linfocitos	T.	(Ludford-Menting	y	col.,	2005).	Asimismo,	los	macrófagos	y	células	dendríticas	sin	SCRIB	presentan	una	 mayor	 predisposición	 a	 promover	 respuestas	 proinflamatorias	 (Zheng	 y	 col.,	 2016).	MERS-CoV	infecta	células	del	sistema	inmune	(Yilla	y	col.,	2005;	Zhou	y	col.,	2014)	por	lo	que	los	 PBMs	 de	 las	 proteínas	 E	 y	 5,	 que	 interaccionan	 con	 SCRIB	 tienen	 el	 potencial	 de	secuestrarla	mediante	 la	 interacción	con	sus	dominios	PDZ,	dando	 lugar	al	aumento	de	 la	respuesta	proinflamatoria.	También	 se	ha	descrito	que	 el	 PDZ	de	 la	proteína	PICK1	 interacciona	 con	el	 PBM	del	receptor	de	TGF-β	1	(TβRI)	causando	su	endocitosis	y	posterior	degradación,	bloqueando	la	señalización	mediada	por	TGF-β	(Zhao	y	col.,	2012).	TGF-β	es	un	 importante	promotor	de	apoptosis	 y	 participa	 en	 la	 atenuación	 de	 la	 respuesta	 inmune	 (Bierie	 y	 Moses,	 2010).	Probablemente	por	ello,	se	ha	observado	un	aumento	de	la	activación	de	p38	MAPK	en	células	PICK1-/-.	 Asimismo,	 la	 sobre-expresión	 de	 PICK1	 en	 macrófagos	 inhibe	 la	 respuesta	proinflamatoria	a	partir	de	la	inhibición	de	NF-κB,	y	favorece	la	respuesta	anti-inflamatoria	mediante	la	expresión	de	STAT6	(Xie	y	col.,	2016).		Las	proteínas	LNX1	y	2	son	E3	ubiquitina-ligasas	que	interaccionan	mediante	su	PDZ	con	el	PBM	de	CD8	en	células	T,	dando	lugar	a	su	degradación	(D'Agostino	y	col.,	2011).	Dado	que	CD8	es	un	correceptor	del	receptor	de	células	T	(TCR),	necesario	para	su	activación,	LNX1	y	2	actúan	como	reguladores	de	la	activación	de	los	linfocitos	T.	Si	los	PBMs	de	la	proteína	E	de	SARS-CoV	y	las	proteínas	E	y	5	de	MERS-CoV	secuestrasen	LNX1	y	2	mediante	su	interacción	con	 sus	 dominios	 PDZ,	 se	provocaría	 una	mayor	 activación	de	 linfocitos	 T,	 lo	 que	 podría	derivar	en	una	mayor	inmunopatología.		Por	otro	lado,	APBA3	y	DLG1	pueden	mediar	un	aumento	de	la	respuesta	inflamatoria	(Lasserre	y	col.,	2010;	Uematsu	y	col.,	2016).	La	interacción	de	sus	dominos	PDZ	con	los	PBMs	de	SARS	y	MERS-CoV	podría	dar	lugar	a	su	activación,	con	la	consiguiente	repercusión	en	la	evolución	de	la	patología	derivada	de	la	infección	por	estos	virus.	APBA3	se	une	a	HIF-1	en	macrófagos	provocando	la	activación	de	vias	de	señalización	que	 estimulan	 NF-κB,	 lo	 que	 lleva	 a	 un	 aumento	 en	 la	 producción	 de	 citoquinas	proinflamatorias.	Una	consecuencia	de	la	activación	de	estas	vías	de	señalización	es	que	al	
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infectar	ratones	APBA3-/-	con	el	virus	de	la	gripe,	otro	virus	respiratorio	que	induce	patología	pulmonar,	estos	ratones	muestran	un	mejor	pronóstico	que	 los	silvestres	(Uematsu	y	col.,	2016).	Las	proteínas	DLG1	y	ezrina	interaccionan	en	linfocitos	T,	al	parecer	en	un	proceso	no	mediado	por	PBM-PDZ	(Lasserre	y	col.,	2010).	Si	esta	interacción	no	tiene	lugar,	no	se	produce	una	 correcta	 activación	 de	 linfocitos	 T	 debido	 a	 que	 se	 produce	 una	 perturbación	 en	 los	microtúbulos	implicados	en	la	sinapsis	inmune	y	la	vía	de	señalización	de	TCR	no	tiene	lugar	de	forma	óptima	(Lasserre	y	col.,	2010).	Esta	vía	de	señalización	incluye	la	activación	de	p38	MAPK,	entre	otros	inductores	de	inflamación	(Crocetti	y	col.,	2014).	Sin	embargo,	la	proteína	DLG1	también	está	implicada	en	la	regulación	de	la	activación	de	los	linfocitos	T.		En	estas	células	se	ensamblan	los	canales	iónicos	Kv1.3	cuyo	funcionamiento	es	necesario	para	una	activación	de	su	respuesta	inmune.	Kv1.3	interacciona	con	DLG1,	pero	si	esta	interacción	no	tiene	lugar,	PKAI	no	puede	inhibir	Kv1.3,	regulando	la	activación	de	los	linfocitos	T	(Kuras	y	col.,	2012).		Por	esta	razón,	la	interacción	de	DLG1	con	los	PBM	de	las	proteínas	E	de	SARS-CoV	y	MERS-CoV	podría	alterar	la	actividad	de	los	linfocitos	T	impidiendo	la	interacción	entre	DLG1	 y	 Kv1.3	 y	 favoreciendo	 la	 activación	 de	 p38	 MAPK,	 induciendo	 una	 respuesta	proinflamatoria.	También	se	han	identificado	varias	proteínas	con	dominios	PDZ	que	están	implicadas	en	la	activación	del	crecimiento	celular,	la	mitosis	o	la	inhibición	de	la	apoptosis.	Por	esta	razón,	se	 ha	 descrito	 la	 relación	 de	 estas	 proteínas	 con	 diversos	 tipos	 de	 cáncer	 o	 con	 virus	oncogénicos	como	HPV,	HTLV-1,	o	los	adenovirus	(Kong	y	col.,	2014;	S.	S.	Lee	y	col.,	2000;	Subbaiah	y	col.,	2011).	Curiosamente,	las	rutas	celulares	utilizadas	por	estas	proteínas	para	inducir	 la	 transformación	 oncogénica	 tienen	 factores	 comunes	 con	 las	 rutas	 que	 inducen	inflamación.	De	esta	observación	se	puede	deducir	que	proteínas	como	DLG1,	SCRIB	o	LNX1,	descritas	en	el	párrafo	anterior,	u	otras	como	PTPN13	y	Sintenina,	sean	reguladoras	de	 la	respuesta	inmune	y	también	estén	implicadas	en	la	transformación	oncogénica.	De	hecho,	los	casos	más	 representativos	 son	 los	de	 las	proteínas	PTPN13	y	 Sintenina.	Esta	última,	 está	sobre-expresada	en	melanomas	y	se	ha	implicado	en	metástasis	mediante	la	activación	de	p38	MAPK	y	NF-κB	(Boukerche	y	col.,	2007).	Su	acción	 la	podría	realizar	 interaccionando	mediante	su	dominio	PDZ	con	el	PBM	de	la	proteína	E	de	SARS-CoV.	En	nuestro	laboratorio	hemos	descrito	que	esta	interacción	es	responsable	de	la	activación	de	p38	MAPK	y	NF-κB,	induciendo	una	respuesta	inflamatoria	que	lleva	a	una	inflamación	pulmonar	exacerbada	que	termina	 con	 edema	 pulmonar	 y	 la	 muerte	 del	 huésped	 (Jimenez-Guardeño	 y	 col.,	 2014).	PTPN13,	 también	 conocida	 como	FAP-1,	 podría	 ser	un	buen	 candidato	de	 estudio	porque	interacciona	con	proteínas	de	SARS-CoV	y	MERS-CoV	y	tiene	un	perfil	similar	a	la	Sintenina.	En	este	caso,	PTPN13	es	una	tirosina-fosfatasa	que	está	sobre-expresada	en	algunos	tipos	de	
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1. El	SARS-CoV	incluye	tres	proteínas	E,	3a	y	8a,	con	actividad	canal	iónico	con	distinto	nivel	de	impacto	en	la	replicación	del	virus.	De	ellas,	la	proteína	E	es	el	 factor	 de	 virulencia	 que	 tiene	 el	 mayor	 impacto	 en	 la	 replicación	 y	patogenicidad	del	virus,	seguida	por	la	proteína	3a	y,	con	menor	relevancia,	por	la	proteína	8a.	
2. La	proteína	3a	 forma	canales	 iónicos	no	dependientes	de	voltaje	 con	baja	selectividad	por	cationes	en	presencia	de	K+	y	Na+	y	con	selectividad	poco	significativa	en	presencia	de	Ca2+.	
3. Los	aminoácidos	Y91	y	H93	localizados	en	el	dominio	transmembrana	2,	y	el	Y109,	situado	en	el	dominio	transmembrana	3	de	la	proteína	3a	del	SARS-CoV,	son	críticos	para	la	actividad	canal	iónico	de	la	proteína	3a.	
4. La	actividad	canal	 iónico	y	el	PBM	de	 la	proteína	3a	del	 SARS-CoV	no	son	factores	 de	 virulencia	 relevantes	 en	 contraste	 con	 los	motivos	homólogos	presentes	en	la	proteína	E.	
5. Al	menos	una	de	las	proteínas	E	o	3a	del	SARS-CoV	debe	de	estar	presente	en	el	virus	para	que	este	sea	viable.	Existe	una	complementación	funcional	entre	los	PBMs	de	las	proteínas	E	y	3a	de	forma	que	un	virus	con	al	menos	una	de	estas	dos	proteínas	con	su	PBM	funcional	puede	compensar	la	deleción	de	la	otra.	
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ANEXO	En	este	anexo	se	incluyen	todas	las	publicaciones	experimentales	realizadas	y	la	primera	página	de	las	revisiones.																								
